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 Abreviaturas
Abreviaturas 
A Adenine (adenina) 
AAS Atomic absorption spectroscopy (espectroscopía de absorción
atómica) 
ABR Auditory brainstem response (respuesta auditiva del tronco del 
encéfalo) 
AC Affinity chromatography (cromatografía de afinidad) 
AcMAS Acetyl Met-Ala-Ser 
AEC Anion-exchange chromatography (cromatografía de intercambio 
aniónico) 
AES Atomic emission spectroscopy (espectroscopía de emisión
atómica) 
AV Adsorptive voltammetry (voltamperometría de adsorción / 
redisolución) 
BeSOD Superoxodismutasa procedente de eritrocito bovino 
BME β-mercaptoetanol 
BSA Bovine serum albumin (albúmina de suero bovino) 
capLC Capillary liquid chromatography (cromatográfica de líquidos capilar) 
CD Circular dicronism (dicronismo circular) 
CDDP cis-diaminodicloroplatino(II) o cisplatino 
CE Capillary electrophoresis (electroforesis capilar) 
CEC Capillary electrochromatography (electrocromatografía capilar) 
CGE Capillary gel electrophoresis (electroforesis capilar en geles)
CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate 
(3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 
CHIP cis,trans-diclorodihidroxibis(isopropilamina)platino(IV) o iproplatino 
CID Collission induced dissociation (disociación inducida por colisión) 
CZE Capillary zone electrophoresis (electroforesis capilar de zona) 
DACH 1,2-diaminociclohexano
DDTC Dietilditiocarbamato 
DF-ICP-MS Double focusing inductively coupled plasma mass spectrometry 
(ICP-MS con analizador de masas de doble enfoque) 
DTT Ditiotreitol 
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 Abreviaturas
ERKs 	 Extracellular signal-regulated protein kinases (proteínas quinasas 
reguladas por señales extracelulares) 
ESI 	 Electrospray ionisation (ionización por electrospray) 
ESI-FT-ICR 	 Electrospray ionisation Fourier transform ion ciclotron resonance
(ionización por electrospray acoplada a espectrometría de masas 
con analizador de resonancia ciclotrónica por transformada de
Fourier) 
ESI-IT 	 Electrospray ionisation ion trap (ionización por electrospray
acoplada a espectrometría de masas con analizador de trampa de 
iones) 
ESI-IT-FT-ICR 	 Electrospray ionisation ion trap Fourier transform ion ciclotron 
resonance (ionización por electrospray acoplada a espectrometría 
de masas con analizadores de trampa de iones y resonancia 
ciclotrónica por transformada de Fourier) 
ESI-LIT 	 Electrospray ionisation linear ion trap (ionización por electrospray 
acoplada a espectrometría de masas con analizador de trampa de 
iones lineal)
ESI-Q-IT 	 Electrospray ionisation quadrupole linear ion trap (ionización por 
electrospray acoplada a espectrometría de masas con
analizadores de cuadrupolo y de trampa de iones) 
ESI-Q-TOF	 Electrospray ionisation quadrupole time of flight (ionización por 
electrospray acoplada a espectrometría de masas con
analizadores de cuadrupolo y tiempo de vuelo) 
ESI-TQ 	 Electrospray ionisation triple quadrupole (ionización por 
electrospray acoplada a espectrometría de masas con analizador
de triple cuadrupolo) 
ETAAS 	 Electrothermal atomic absorption spectroscopy (espectroscopía de
absorción atómica electrotérmica) 
ETD 	 Electron transfer dissociation (disociación por transferencia
electrónica)
FAAS 	 Flame atomic absorption spectroscopy (espectroscopía de
absorción atómica de llama) 
FAB-MS 	 Fast atom bombardment mass spectrometry (espectrometría de 
masas por bombardeo con átomos rápidos) 
FAIMS 	 High-field asymmetric waveform ion mobility spectrometry 
(espectrometría asimétrica por movilidad de iones) 
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 Abreviaturas
FT-ICR 	 Fourier transform ion ciclotron resonance (resonancia ciclotrónica 
por transformada de Fourier) 
FTIR 	 Fourier transform infrared spectroscopy (espectroscopía de 
infrarrojo por transformada de Fourier) 
G 	 Guanine (guanina) 
GC 	 Gas chromatography (cromatografía de gases) 
GFAAS 	 Graphite furnace atomic absorption spectrometry (espectroscopía
de absorción atómica con cámara de grafito) 
GSH 	 Glutatión 
Hb 	 Hemoglobina 
HPLC 	 High performance liquid chromatography (cromatografía de 
líquidos de alta resolución) 
HSA 	 Human serum albumin (albúmina de suero humano) 
ICP-AES 	 Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy
(espectroscopía de emisión atomica con plasma acoplado
inductivamente) 
ICP-MS 	 Inductively coupled plasma mass spectrometry (espectrometría de 
masas con plasma acoplado inductivamente) 
IEC 	 Ion-exchange chromatography (cromatografía de intercambio 
iónico) 
IEF 	 Isoelectric focusing (isoelectroenfoque) 
IgG 	 Inmunoglobulina G 
IPG 	 Immobilized pH gradient (gradiente de pH inmovilizados) 
IT 	 Ion trap (trampa de iones) 
ITP 	 Isotachophoresis (isotacoforesis) 
LA 	 Laser ablation (ablación láser) 
LA-ICP-MS 	 Laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry 
(ablación láser acoplada a espectrometría de masas con plasma 
acoplado inductivamente) 
LC 	 Liquid chromatography (cromatografía de líquidos) 
LIT 	 Linear ion trap (trampa de iones lineal) 
MALDI 	 Matrix assisted laser desorption/ionisation (desorción/ionización
láser asistida por matriz) 
MALDI-TOF 	 Matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight 
(desorción/ionización láser asistida por matriz acoplada a 
espectrometría de masas con analizador de tiempo de vuelo) 
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 Abreviaturas
MALDI-TOF-TOF Matriz-assisted laser desorption/ionisation double time of flight
(desorción/ionización láser asistida por matriz acoplada a 
espectrometría de masas con doble analizador de tiempo de vuelo) 
MAPK Mitogen-activated protein kinase (proteínas quinasas activadas por
mitógenos) 
MAS Met-Ala-Ser
Mb Mioglobine (mioglobina) 
MECC Micellar electrokinetic capillary chromatography (cromatografía 
electrocinética capilar) 
Mesna sodium 2-mercaptoethanesulfonate (2-mercaptoetanosulfonato 
sódico) 
MRFA Met-Arg-Phe-Ala 
MT Metalotioneína 
NAA Neutron activation analysis (análisis por activación neutrónica) 
NMR Nuclear magnetic resonance (resonancia magnética nuclear) 
PKC Protein kinase C (proteína quinasa C) 
PUF Plasma ultrafiltrate (plasma sanguíneo ultrafiltrado) 
Q Quadrupole (cuadrupolo)
Q-ICP-MS Quadrupolar inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP­
MS con analizador de masas de cuadrupolo) 
RPC Reverse phase chromatography (cromatografía de fase inversa) 
SDS sodium dodecylsulfate (dodecilsulfato sódico) 
SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico) 
SEC Size exclusion chromatography (cromatografía de exclusión por 
tamaño) 
SFC Supercritical flow chromatography (cromatografía de fluidos 
supercríticos) 
Tf Transferrina
TOF-ICP-MS Time of flight inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP­
MS con analizador de masas de tiempo de vuelo) 
TQ Triple quadrupole (triple cuadrupolo)
WR-1065 2-[(aminopropyl)amino]ethanethiol 
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Introducción
A.1. Química del Platino 
El Platino (Pt) es un elemento químico de número atómico 78 y que pertenece al 
grupo 10 de la tabla periódica. Su configuración electrónica es [Xe] 4f14 5d9 6s1. Se trata 
de un metal de transición blanco grisáceo, precioso, pesado, maleable y dúctil. Es 
relativamente resistente al ataque químico, presenta buenas propiedades físicas a
temperaturas altas y buenas propiedades eléctricas. Por estos motivos se emplea en
contactos eléctricos, electrodos, equipamiento de laboratorio, empastes, catalizadores de 
automóviles y joyería. 
Fue descubierto en el siglo XVI por el español Antonio de Ulloa en unas minas de
oro de Colombia. Es un metal escaso ya que su concentración en la corteza terrestre no 
supera los 15 ng Kg-1 y aparece asociado con Ru, Os, Rh, Ir y Pd, formando la llamada 
mena de platino. Alrededor de tres cuartas partes de la producción mundial de Pt procede 
de Sudáfrica, aunque Rusia, Canadá, Zimbabue y Estados Unidos también son 
productores destacados. En España existen pequeños yacimientos en la Serranía de
Ronda (Málaga) y en Cabo Ortegal (La Coruña). 
Aun siendo un metal noble se disuelve en agua regia, es atacado lentamente por 
el ácido clorhídrico en presencia de aire y puede reaccionar, según las condiciones, con
cianuros, azufre o halógenos como el Cl y el F. Puede formar compuestos en estados de
oxidación 0, II, IV, V y VI, éstos dos últimos asociados a oxo y fluoroderivados. Los dos 
estados de oxidación más importantes en disolución acuosa son II y IV, y por lo tanto los 
más comunes en medios biológicos. La mayoría de la química del metal deriva de su
química de coordinación. En estado de oxidación II la mayoría de los complejos son
plano-cuadrados como corresponde a un sistema d8. Teniendo en cuenta que el Pt(II) se
considera como un ácido de Lewis “blando”, los complejos que forme serán
principalmente con bases blandas (S, Se, P,..) o con ligandos N-dadores. Uno de los
complejos aniónicos más importantes es el [PtCl4]2- que en agua se hidroliza de forma 
rápida para dar [PtCl3(H2O)]- y [PtCl2(H2O)2], complejos mono y diacuo respectivamente. 
En estado de oxidación IV se forman complejos octaédricos. 
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Introducción
A.2. Fármacos antitumorales basados en complejos de Pt 
El estudio y los conocimientos adquiridos acerca de los iones metálicos y de su
coordinación con diferentes ligandos, tienen hoy en día distintas aplicaciones en 
medicina. Por ejemplo, la utilización de ligandos capaces de coordinar selectivamente a
un determinado ion metálico puede ayudar a reducir o incluso eliminar dicho ion de un 
organismo. Ésta práctica se denomina quelatoterapia y se emplea para eliminar ciertos 
metales tóxicos o para subsanar desequilibrios en las concentraciones fisiológicas de 
iones metálicos esenciales. 
Otra aplicación de compuestos de coordinación en medicina es su uso como 
fármacos eficaces contra diversas enfermedades. De esta manera, los complejos de Au(I) 
se usan para el tratamiento de la artritis reumática, compuestos de Cu(II) como
antiinflamatorios, complejos de Mn como mimetizadores de la actividad de la enzima
superóxido dismutasa, compuestos de Bi para el tratamiento de úlceras o complejos de V 
y Ti (metalocenos) por su actividad citotóxica. Sin embargo, las importantes propiedades 
anticancerígenas que presentan ciertos complejos de Pt hacen de ellos los máximos 
exponentes de estos complejos metálicos terapéuticos. 
A.2.1. Cisplatino 
Desde el año 1845 se tiene constancia de la formación de complejos de Pt(II) en 
presencia de amoníaco. La reacción del ion [PtCl4]2- con NH3 en disolución acuosa da
lugar a diferentes complejos en función de las condiciones empleadas. Concretamente, 
en presencia de un exceso de NH3 la especie predominante es el llamado cloruro de 
Peyrone o cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(II), CDDP) (Figura 1). 
No fue hasta la década de los sesenta cuando se descubrió de manera fortuita las 
propiedades de este complejo de Pt(II) para inhibir la replicación celular1. El 
descubrimiento se fraguó en el transcurso de un experimento donde B. Rosenberg et al. 2 
pretendían estudiar la influencia de los campos eléctricos sobre el desarrollo celular.
Sometieron a una población de bacterias Escherichia coli a un campo eléctrico generado
mediante dos electrodos de platino en un medio tamponado NH4Cl/NH3. Los efectos que
se observaron fueron sorprendentes. En primer término, la división de las bacterias cesó, 
8
 
                                                                                                                           
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción
Figura 1. Cisplatino 
indicando la posible pérdida de la capacidad para replicar su ADN. Sin embargo, también
se observó cómo dichas bacterias crecían y se convertían en largos filamentos, lo cual
hacía pensar que la síntesis del ARN y de las proteínas continuaba intacta. Posteriores
experimentos y estudios concluyeron que el responsable de tales efectos era el complejo 
de Pt(II), cisplatino. No se tardó mucho en investigar el efecto de este compuesto sobre
células tumorales y los resultados arrojaron grandes esperanzas sobre la potencialidad
anticancerígena de dicho complejo3. En el año 1972 se iniciaron los primeros ensayos 
clínicos. No fue hasta el año 1978 cuando se aprobó el empleo clínico de este fármaco en 
EE.UU, y más tarde en Japón y en Europa, comercializado con el nombre de Platinol. El 
motivo de este largo periodo de pruebas fue los importantes efectos secundarios que 
presentaba el cisplatino, principalmente nefrotoxicidad y ototoxicidad, pero también 
toxicidad hematológica y neuropatologías. Tanto la respuesta del fármaco como sus
efectos secundarios demostraron ser dependientes de la dosis, y estos últimos se han 
relacionado con su acumulación. La nefrotoxicidad ha sido el efecto secundario más 
estudiado ya que es el más limitante. Aunque su mecanismo molecular no está
completamente establecido, se sabe que el cisplatino ocasiona daños estructurales en el 
riñón. Estas lesiones morfológicas se presentan junto con un incremento de la excreción
urinaria de enzimas y electrolitos, y una disminución del filtrado glomerular sólo 
parcialmente reversible4. En cuanto a la ototoxicidad, ha sido mucho menos estudiada
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pero hay evidencias de un deterioro de las células ciliadas internas5, así como de las 
células de soporte6 presentes en el órgano de Corti. 
Se han desarrollado distintas estrategias para paliar estos efectos secundarios
tales como el fraccionamiento de la dosis en días consecutivos o las infusiones 
prolongadas. También desde hace varias décadas se viene estudiando la aplicación de 
protocolos mucho más cómodos y funcionales para el paciente consistentes en la pre- y 
post-hidratación, además de diuresis inducida7. Infusiones de al menos dos litros de
suero salino al 0,9% o suero hipertónico8 antes y después del tratamiento, así como 
manitol9 o furosemida10, junto con suplementos de potasio y magnesio, permiten 
administraciones de dosis de hasta 100 mg por metro cuadrado de superficie corporal en
una hora. 
Hoy en día, el cisplatino es considerado como el antineoplásico que más se ha
utilizado y el que mayor número de vidas ha salvado. Sin embargo, su toxicidad sigue 
siendo su principal problema y lo que limita su administración. Por ello, numerosos
grupos de investigación trabajan en la reducción de sus efectos tóxicos mediante la
administración de los llamados agentes de rescate o protectores. Hasta la fecha ningún
compuesto se administra rutinariamente como agente de rescate por falta de ensayos o
por toxicidades asociadas. El más prometedor de estos compuestos es la amifostina11,12, 
pero también presenta importantes efectos secundarios como emesis o hipotensión13 . 
Otros agentes de rescate empleados en ensayos preclínicos han sido antioxidantes como
el monóxido de carbono14, derivados del selenio15, vitamina C16, aminoácidos17, etc. 
Los tratamientos con cisplatino suelen estar englobados en terapias combinadas 
donde también se administran otros agentes antitumorales, como vinblastina, bleomicina
o dexorrubicina, que complementan la acción del cisplatino. Por otro lado, la efectividad
del cisplatino no es igual para cualquier tipo de tumor. Así, los cánceres de testículos,
ovarios, vejiga, cuello, cabeza, bazo y cérvix, responden de manera especialmente 
efectiva al tratamiento con este fármaco. Sin embargo, sus propiedades antitumorales 
ante ciertos tipos de cánceres de mama o pulmón son bastante escasas. Otro factor a
discutir, y que más adelante se tratará con mayor profundidad, es la resistencia intrínseca 
o desarrollada con el tiempo de algunos tumores al tratamiento con cisplatino. 
Desde el descubrimiento de las propiedades antitumorales del cisplatino y de sus 
efectos secundarios asociados, han surgido dos líneas de investigación paralelas que hoy 
en día aún siguen activas. En primer lugar, se comenzaron a investigar los mecanismos 
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de acción del fármaco con el objeto de reducir sus efectos secundarios y potenciar su
actividad antitumoral. Por otro lado, fueron muchos los grupos de investigación que 
apostaron por el desarrollo de nuevos fármacos basados en complejos de Pt que
mejoraran y/o complementaran las propiedades del cisplatino. De esta manera, nacieron
los fármacos llamados de segunda y tercera generación, y cuyo relativo éxito se
comentará a continuación. 
A.2.2. Otros complejos de Pt con propiedades antitumorales 
A.2.2.1. Reglas estructura-actividad 
Las investigaciones encaminadas a desarrollar nuevos fármacos antineoplásicos
basados en Pt, se apoyaron desde un principio en ciertas reglas estructura-actividad
definidas por Cleare y Hoeschele en 197318 . Estas reglas estructura-actividad 
enumeraban una serie de requisitos de composición y de estereoquímica que se
presumían deseables para que los nuevos fármacos desarrollados tuvieran buenas 
propiedades antitumorales a la vista de la experiencia obtenida con el cisplatino. Dichas 
reglas se pueden resumir en los siguientes puntos: 
• Los complejos pueden ser derivados de Pt(II) o Pt(IV) siempre que contengan 
dos ligandos aminados en posición cis- con al menos un enlace N-H. Estos
ligandos, también llamados no salientes, se cree permanecen unidos al metal 
cuando éste interacciona con la molécula diana.
• Los demás ligandos, denominados salientes, deben ser aniones haluros u 
otro tipo de aniones que se unan al metal con enlaces de fuerza media. En 
principio, la fuerza de este enlace será inversamente proporcional a su actividad y 
a su toxicidad. 
• Los complejos Pt(IV) suelen ser menos activos que los Pt(II), pero en general 
son más solubles en agua y posiblemente se activen tras reducirse a Pt(II) por
algún tipo de reductor biológico como la cisteína. 
• El complejo debe ser neutro para que cruce más eficazmente la membrana 
celular. 
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Estas reglas estructura-actividad delimitaron el camino a seguir en las 
investigaciones sobre la evaluación de nuevos compuestos de Pt como agentes 
antitumorales. El resultado fueron los fármacos llamados de segunda y tercera
generación19. Sin embargo, tal y como se comprobó más adelante, el desarrollo de 
complejos de Pt que no cumplían las reglas estructura-actividad no supuso la
desaparición del efecto anticancerígeno. Hoy en día existen dudas acerca de lo acertado
que fue el condicionamiento de las investigaciones aplicando estas reglas y de la utilidad 
de las mismas. 
A.2.2.2. Fármacos de segunda y tercera generación 
En la Figura 2 se formulan algunos de los fármacos más importantes de segunda
y tercera generación. Sin duda, el mayor exponente de los compuestos de Pt de segunda 
generación es el carboplatino (diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platino(II)), cuyo
nombre comercial es Paraplatino. Junto con el cisplatino, son los dos únicos complejos 
de Pt cuya aceptación es generalizada. Presenta menor toxicidad que el cisplatino y al
igual que él, debe ser administrado por vía intravenosa y es activo frente al mismo tipo de 
cánceres. Sin embargo, su actividad antitumoral también es muy inferior a la del 
cisplatino. 
Entre los compuestos de tercera generación, cabe destacar el oxaliplatino (trans-
L-1,2-diaminociclohexanooxalatoplatino(II)), complejo derivado del 1,2-diaminociclo
hexano (DACH). Ha sido aprobado en Francia y en otros países europeos para el 
tratamiento de cáncer colorrectal metastático, sobre el que presenta una excelente 
eficacia. Además de presentar menor toxicidad que el cisplatino, es activo frente a 
tumores resistentes a este fármaco. 
A pesar de los sucesivos fracasos en la evaluación de complejos de Pt(IV), se ha 
seguido insistiendo en su estudio ya que la idea de disponer de compuestos activos 
acuosolubles capaces de resistir la acidez del estómago y por tanto, administrables por 
vía oral, supone un gran avance en cuanto a la calidad de vida de los pacientes. Un 
derivado DACH de Pt(IV) es el tetraplatino u ormaplatino pero su estudio ha sido 
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Figura 2. Fármacos de segunda y tercera generación
abandonado al comprobarse una severa neurotoxicidad en los ensayos clínicos. El 
iproplatino o CHIP (cis,trans-diclorodihidroxi-bis(isopropilamina)platino(IV)), ha
presentado actividad frente al cáncer de mama pero su estudio también fue abandonado
debido a que no mejoró significativamente los resultados del cisplatino. Sin embargo, los 
compuestos de Pt(IV) no han sido olvidados del todo gracias a un reciente compuesto
llamado JM216, el cual se encuentra en fase clínica II y se puede administrar por vía oral. 
Por último cabe destacar tres compuesto de Pt(II) que ofrecen prometedores 
comportamientos. El nedaplatino  (cis-diaminoglicolato-O,O´-platino(II)), aprobado para 
uso clínico en Japón, el lobaplatino  (cis-1,2-diaminociclobutanoglicolato-O,O´-platino(II)), 
autorizado en China y el ZD0473 (cis-aminodicloro(2-metilpiridina)platino(II)), en fase I de
ensayos clínicos. 
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A.2.2.3. Nuevas generaciones de fármacos 
Tal y como se comentó anteriormente, las reglas estructura-actividad han tenido
un dudoso beneficio sobre el avance en la evaluación de compuestos de Pt con actividad
antitumoral. Muchos son los que cuestionan la eficacia de estas reglas y abogan por 
reconsiderarlas e incluso abandonarlas20. Lo cierto es que hoy en día están naciendo
nuevos y prometedores compuestos de Pt que no cumplen dichas reglas19 . 
A continuación, se citan algunos ejemplos de compuestos de Pt que no cumplen 
las reglas estructura-actividad y que sin embargo, ofrecen interesantes perspectivas dado
que muestran cierto grado de actividad. Los derivados cis-[Pt(NH3)2(guanosina)]2+ y 
[PtCl3(NH3)]-, incumplen la regla de ser complejos neutros. Los derivados trans21 que se 
muestran en la Figura 3, incumplen la regla de tener ligandos aminados en posición cis. 
Ejemplos de este tipo de derivados son los complejos tipo trans-[PtCl2L2], siendo “L” un
tiazol, imidazol, piridina, isoquinolina o iminoéter, o el complejo de Pt(IV) JM335 
(trans,trans,trans-amino(ciclohexilamino)diclorodihidroxoplatino(IV)), éste último con 
mayor actividad que el cisplatino. Por último, cabe mencionar una nueva generación de
compuestos trans-polinucleares cuyo máximo exponente es el complejo BBR3464 que
está en fase clínica I. 
A.2.3. Problemática sobre los fármacos antitumorales basados en complejos 
de Pt 
Desde que el cisplatino entra en el torrente sanguíneo tras su administración
intravenosa, hasta que penetra en la célula y causa el efecto citotóxico, el fármaco 
interacciona con multitud de biomoléculas. Estas interacciones tienen que ver con 
fenómenos de transporte, de traspaso de la membrana celular, fenómenos de resistencia 
inducida e incluso con disfuncionalidades en ciertas biomoléculas que conducen a
toxicidades. Durante las primeras décadas tras el descubrimiento del cisplatino como
fármaco antitumoral se invirtieron grandes esfuerzos en la comprensión de su mecanismo  
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Figura 3. Isómeros trans de complejos de Pt con actividad anticancerígena 
citotóxico. No se tardó mucho en asociar sus propiedades antitumorales con su
interacción con el ADN. Por ello, multitud de trabajos se desarrollaron con el objetivo de
caracterizar la acción citotóxica en el ADN, y hoy en día probablemente sea la parte más
conocida de su acción. Basados en estudios de este tipo, se formularon las reglas 
estructura-actividad que debían cumplir los potenciales fármacos de Pt para interaccionar 
adecuadamente con el ADN. Como ya se ha mencionado, el éxito de estas reglas fue
muy relativo, y de hecho hoy en día los únicos complejos de Pt que tienen aprobación
mundial para su uso como antitumorales son el cisplatino y el carboplatino. La posible
razón de este fracaso se puede encontrar en la consideración aislada de la interacción
del fármaco con el ADN sin tener en cuenta que el entorno de esta acción es un sistema 
biológico dinámico que puede afectarle de diversas maneras. 
Actualmente las tendencias en el estudio del comportamiento del cisplatino y de
otros compuestos de Pt, se encaminan hacia la comprensión global de las interacciones 
del fármaco en su recorrido por el organismo. Por ello, en los últimos años se han 
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publicado una gran cantidad de trabajos enfocados a caracterizar la interacción del
fármaco con biomoléculas diana distintas al ADN, presentes en el plasma sanguíneo, en 
el citosol celular, en el citoesqueleto, en las membranas o en vesículas celulares22 . 
Por lo tanto, es de vital importancia revisar los conocimientos hasta ahora 
adquiridos sobre estos fármacos, sus mecanismos de acción y las incógnitas que aún 
esconden, para poder sugerir nuevas líneas de investigación que aporten nueva 
información, bien para aplicar los actuales fármacos de forma más adecuada, o bien para 
diseñar nuevos fármacos que mejoren las propiedades antitumorales y reduzcan los 
efectos secundarios. 
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A.3. Antecedentes bibliográficos del análisis bioinorgánico de 
cisplatino, carboplatino y oxaliplatino 
A lo largo de este apartado se va a hacer un recorrido por los principales trabajos 
publicados acerca del análisis bioinorgánico de los fármacos cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino. Como ya se ha mencionado anteriormente, estos tres fármacos
antitumorales de Pt son los de mayor aplicación mundial. 
Son muchas las disciplinas de la ciencia que han contribuido a profundizar en el
conocimiento del comportamiento de estos fármacos en los seres vivos. Sin embargo, en 
esta memoria se prestará especial atención a los trabajos relacionados con la Química 
Analítica y a la contribución de esta disciplina a los avances logrados en los últimos años.
Las aplicaciones de mayor interés quedan recogidas en las tablas correspondientes al 
Anexo I. Sin embargo, sería injusto atribuir únicamente a la Química Analítica el 
extraordinario desarrollo que está experimentando la investigación sobre los fármacos 
antitumorales basados en Pt. A pesar de ser fármacos conocidos desde hace varias 
décadas, es ahora cuando el número de trabajos publicados relacionados con el estudio 
de su comportamiento y propiedades ha experimentado un mayor incremento. Basta
fijarse en el número de trabajos publicados23 en los últimos años sobre cisplatino,
carboplatino y oxaliplatino (Figuras 4, 5 y 6). 
Con la mejora en las técnicas analíticas y el avance en el conocimiento del 
comportamiento de los fármacos antitumorales basados en Pt, los objetivos fijados para
el desarrollo de nuevos estudios en este campo han ido variando. De esta manera, en un
primer momento fue primordial la determinación del Pt total acumulado en distintos 
órganos diana así como la distribución del fármaco en el organismo. Enseguida se
comprobó la poca estabilidad de algunos de estos fármacos en disolución acuosa y se
constató la distinta efectividad citotóxica y/o toxicidad que presentaban sus distintas 
especies. De este modo, cobraron importancia los estudios de especiación24 para evaluar 
la estabilidad de los fármacos en distintas condiciones así como para determinar la 
eficacia antitumoral o los efectos secundarios producidos por los distintos derivados. 
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entre los años 1976 y 2006 
A.3.1. Evolución del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino en medio acuoso 
Cisplatino 
Como primer fármaco antitumoral de Pt descubierto, el cisplatino ha sido el más 
estudiado y desde hace unas dos décadas están caracterizadas sus distintas formas 
25 - 30hidrolizadas derivadas de su evolución en medio acuoso (Figura 7). Sin embargo,
muy distinta es la detección e identificación de estos derivados en medios y 
concentraciones fisiológicas. Por ello, en los últimos años se han desarrollado 
metodologías analíticas para poder abordar dicho fin. 
Andersson et al. 31 propusieron a mediados de los años noventa la separación de
cisplatino y el monoacuo derivado mediante una cromatografía bidimensional en línea 
empleando una columna de intercambio aniónico fuerte y una columna de intercambio 
catiónico fuerte. La detección UV a 344 nm se llevó a cabo tras una derivatización post­
columna con DDTC (dietilditiocarbamato) y se estudió la influencia sobre la separación  
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Figura 7. Evolución del cisplatino en medio acuoso 
cromatográfica de factores como el pH, la temperatura y el contenido de metanol en la 
fase móvil. Poco tiempo después, estos mismos autores propusieron nuevas 
separaciones cromatográficas monodimensionales basadas en columnas rellenas de
partículas esféricas de grafito poroso con la misma detección UV tras derivatización con
DDTC32, 33, para el estudio de la estabilidad y farmacocinética de las especies en sangre y 
plasma. 
Más recientemente, se han desarrollado metodologías analíticas más sencillas y 
sensibles para la separación y detección del cisplatino y sus productos de hidrólisis. 
Verschraagen et al. 34 emplearon una separación cromatográfica basada en intercambio
aniónico fuerte con detección mediante GFAAS en modo discontínuo, con la que 
consiguieron separar cisplatino de su monoacuo complejo. Además este método fue
aplicado con éxito a la separación de estas dos especies en plasma humano. Heudi et
al. 35 en experimentos empleando RP-HPLC-UV o RP-HPLC-ICP-MS no observaron la 
formación de diacuo complejo ni dímero del cisplatino incubando el fármaco en medio 
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acuoso y a temperatura ambiente. Estos datos coinciden con lo publicado anteriormente
por otros autores28 que sostienen que la formación del diacuo complejo, y por tanto del 
dímero de cisplatino, sólo se produce significativamente si se eliminan del medio los 
cloruros disociados, por ejemplo mediante la adición de AgCl. Por el contrario, sí se 
observa la transformación de un 30% de cisplatino en su monoacuo complejo a las 5 h de
incubación. Añadiendo 15 mmoles L-1 de NaCl al medio se reduce drásticamente esta 
transformación, siendo sólo un 2% del fármaco el que evoluciona a su especie
monohidratada. Otros autores habían descrito previamente la estabilidad de cisplatino en
medio salino36 . 
Por el contrario, otro trabajo basado en la técnica híbrida RP-HPLC-ESI-MS37 , 
presenta resultados que difieren sustancialmente de los comentados anteriormente. Así, 
empleando condiciones de incubación similares a las utilizadas por Heudi et al. 35, se
consigue separar cisplatino, monoacuo y diacuo derivado, y el dímero del fármaco, con
una excelente resolución. Todas estas especies fueron identificadas por ESI-MS 
empleando concentraciones de fármaco de 50 µmoles L-1. Los datos recogidos en este 
estudio muestran cómo, a las 24 h de incubación en medio acuoso a 37 ºC y en ausencia
de luz, un 30% del cisplatino inicial ha evolucionado. La máxima intensidad del pico
correspondiente al monoacuo derivado se alcanza a las 3-4 h, mientras que el diacuo no
alcanza su máxima intensidad hasta las 5 h. El dímero empieza a observarse a las 2 h de 
incubación y crece durante las 24 h del experimento. En este mismo experimento también 
se ensayaron los efectos de las condiciones ácidas (pH 3,0) y básicas (pH 8,2) en la 
evolución. A pH ácido, se favorece la formación del monoacuo complejo, no detectándose
el dímero tras 24 h de incubación. En condiciones básicas se favorece la pérdida de Cl,
por tanto se forma el diacuo complejo y el dímero más intensamente que en condiciones 
ácidas y neutras. 
El desarrollo de metodologías analíticas de alta sensibilidad para estudiar la
evolución de las especies es otro de los objetivos de la investigación de los fármacos 
basados en Pt. Haciendo uso de HPLC-ICP-MS, Hann et al. 38 consiguieron límites de
L-1detección de entre 0,09 y 0,15 µg en muestras acuosas, biológicas y
medioambientales para cisplatino. Además la separación cromatográfica planteada en
este trabajo consigue resolver simultáneamente cisplatino, sus dos especies hidratadas,
oxaliplatino, carboplatino y ciertos derivados de este último fármaco, empleando una fase 
estacionaria con mecanismo mixto de fase inversa e intercambio aniónico. También se 
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han experimentado mejoras en la sensibilidad de las técnicas estructurales de masas
como ESI-MS en lo que se refiere a la detección de cisplatino y sus derivados. El empleo 
de ESI-FAIMS-IT-MS añadiendo N2 como tercer gas cortina/carrier del FAIMS 
(espectrometría asimétrica por movilidad de iones), aumenta la sensibilidad disminuyendo
el ruido de la señal y mejorando en dos órdenes de magnitud los límites de detección de
ESI-IT-MS para cisplatino, llegando hasta 0.7 ng mL-1 39. Particularmente en este trabajo
se consiguen separaciones de cisplatino, monoacuo y diacuo complejos, sin necesidad 
de una técnica de separación previa o de algún tipo de derivatización. 
Por último, cabe destacar dos interesantes trabajos en los que se evalúan las 
interacciones del cisplatino y sus productos de hidrólisis con fases móviles de amplio uso.
Ambos trabajos tienen un profundo enfoque analítico ya que se cuestionan hasta qué
punto la especie que se detecta o identifica por distintas técnicas analíticas está presente 
en la muestra o es un artefacto que surge por la interacción de la especie real con algún 
compuesto empleado en el análisis. El-Khateeb et al. 40 utilizaron RP-HPLC-UV para el 
análisis de cisplatino y sus derivados, e hicieron un exhaustivo estudio de su reactividad 
con componentes habituales de las fases móviles, ayudados por resonancia magnética
nuclear (NMR). Observaron que el acetonitrilo, usado como modificador orgánico en 
muchas fases móviles, interacciona intensamente con el monoacuo y el diacuo derivado, 
mientras que el metanol es mucho menos reactivo. En cuanto a los ácidos usados para el 
ajuste del pH de la fase móvil, se recomienda el ácido trifluorometanosulfónico, mientras 
que los ácidos carboxílicos se demuestran reactivos con el analito. El ácido
hexanosulfónico y el dodecilsulfato sódico (SDS) no presentan una reactividad 
significativa con ninguno de los derivados del cisplatino, sin embargo, se prefiere el uso
de SDS al ofrecer una mejor separación cromatográfica. En un trabajo que aborda 
aspectos similares, Heudi et al. 35 evalúan mediante RP-HPLC-UV y RP-HPLC-ICP-MS, la
idoneidad de ácido fosfórico o fórmico como componentes de la fase móvil. La separación
cromatográfica de cisplatino y su monoacuo derivado empleando ácido fórmico resuelve 
dos picos con Pt, mientras que empleando fosfórico se generan dos picos platinados 
adicionales, posiblemente como consecuencia de la interacción del ácido fosfórico con
las especies. Por lo tanto, se concluye que el ácido fórmico es más adecuado que el 
fosfórico para la separación cromatográfica por fase inversa de derivados de cisplatino. 
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Carboplatino 
Aunque la estabilidad del carboplatino tanto en medio acuoso como en medio 
salino, ha sido constatada con anterioridad38, recientes trabajos demuestran la existencia
de diversos productos de hidrólisis o degradación en medio acuoso41, si bien es cierto
que el porcentaje de fármaco hidrolizado es muy pequeño en comparación con el 
fármaco que permanece en su forma original. Hasta 8 formas derivadas del carboplatino
se han detectado mediante RP-HPLC-UV y 3 de ellas se han identificado mediante ESI­
MS. La Figura 8 muestra un esquema del mecanismo propuesto en el mencionado 
trabajo acerca de la degradación e interconversión del carboplatino, siendo CP-I, CP-II y 
CP-IV las especies identificadas por ESI-MS. 
En un trabajo anterior, Burns et al. 42 detectaron mediante RP-HPLC-UV-ESI-MS la
formación del dímero de carboplatino (CP-IV) en disolución acuosa, sin embargo, no 
fueron capaces de separarlo cromatográficamente del fármaco intacto ni de detectar otros 
productos de degradación. La adición de un 0,02% de ácido fórmico a la fase móvil 
empleada mejoró la sensibilidad del método previniendo la formación del dímero debido
al bajo pH. De esta manera, se consiguen límites de detección para el carboplatino de 35 
ng mL-1. 
Oxaliplatino
No son muy numerosos ni exhaustivos los trabajos dedicados a la caracterización
de los distintos derivados del oxaliplatino. En presencia de medios o fluidos biológicos, el 
oxaliplatino sufre una serie de transformaciones espontáneas no mediadas 
enzimáticamente. El grupo saliente oxalato es desplazado por H2O o nucleófilos 
presentes en el medio, tales como Cl- o HCO3-. La bibliografía referente al oxaliplatino, 
ofrece diferentes estructuras hidrolizadas o cloradas procedentes del fármaco43,44 que se
han encontrado en orina o sangre (Figura 9). Contrariamente al cisplatino, el oxaliplatino 
ha demostrado ser menos estable a medida que aumenta la concentración de cloruros, 
siendo el Pt(DACH)Cl2 el producto mayoritario45 . 
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A.3.2. Interacción de los fármacos de Pt con las biomoléculas de la sangre 
La sangre se puede considerar como una muestra biológica de no muy elevada 
complejidad, compuesta por plasma (60%) y células sanguíneas (40%)46. El plasma es un
líquido amarillento y salado más denso que el agua, que a su vez está compuesto por
suero y fibrinógeno. El suero sanguíneo es el líquido que permanece tras la coagulación 
de la sangre y es rico en importantes proteínas como albúmina, transferrina (Tf), 
inmunoglobulinas, etc. Por otro lado, las células sanguíneas son los glóbulos rojos, 
también llamados eritrocitos, hematíes o células rojas, los glóbulos blancos o leucocitos y 
las plaquetas. Una de las más importantes proteínas de las células rojas es la 
hemoglobina (Hb). Todas las proteínas mencionadas tienen diferentes funciones y 
pueden estar involucradas en la distribución y excreción del fármaco, así como afectar a
su actividad, eficacia y toxicidad. 
Cisplatino, carboplatino y oxaliplatino se administran por vía intravenosa, de ahí la 
gran importancia que tiene el estudio de la interacción de estos agentes antitumorales 
con los componentes del torrente sanguíneo47. La eficacia y toxicidad de estos fármacos, 
está notablemente influenciada por la manera de administrar las dosis, el empleo de
agentes protectores, la aplicación combinada de otros fármacos y terapias, o la forma 
química en la que se encuentra el fármaco administrado. Mediante ICP-AES e ICP-MS,
se ha cuantificado el Pt total y el Pt libre en plasma sanguíneo, correspondiente al
fármaco total y al fármaco no ligado a proteínas, respectivamente. De esta manera, se
demostró que se acumulan cantidades muy inferiores de Pt aplicando tratamientos que
constan de un cierto número de dosis de concentración reducida, que administrando una 
sola dosis muy concentrada del fármaco48. También se ha comprobado que es 
beneficiosa para el organismo la administración lenta de las dosis del fármaco en lugar de 
inyecciones rápidas y puntuales49 . 
Muchos años de experimentación con estos anticancerígenos basados en Pt han
servido para aprender a potenciar sus efectos citotóxicos y paliar sus efectos secundarios 
mediante la administración previa, simultánea o posterior de ciertos agentes. De esta
manera, se ha demostrado que hidratando al paciente y administrándole pequeñas 
cantidades de NaCl o NH4Cl unas horas antes de cada dosis de cisplatino, se previene en 
cierta medida la nefrotoxicidad propia de este fármaco50. Para prevenir la ototoxicidad
producida por el carboplatino en terapias que implican la apertura de la barrera 
25
 
                                                                                                                           
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Introducción
hematoencefálica durante el tratamiento, se ha comprobado la eficacia del tiosulfato
sódico cuando es administrado varias horas después del carboplatino51. Por otro lado, se
pueden administrar como parte del tratamiento terapéutico, los denominados agentes de
rescate o protectores. Estos agentes son capaces de formar complejos estables con el Pt
plasmático para posteriormente ser excretados. Sin duda, estos agentes de rescate han 
demostrado ser eficaces en la prevención de la nefrotoxicidad del cisplatino ya que evitan 
que el fármaco interaccione en el riñón11 . 
El cisplatino interacciona con muchas proteínas presentes en la sangre. En 
experimentos de fraccionamiento mediante ultrafiltración un gran porcentaje de Pt queda
unido a la fracción de alto peso molecular, lo cual no deja de ser interesante sabiendo
que únicamente es activo el fármaco que no se une a biomoléculas52. Experimentos 
mediante técnicas híbridas SEC-ICP-MS53, muestran que tras 3 h de incubación en un 
suero sanguíneo, el 80% del cisplatino permanece libre, mientras que a las 24 h de
incubación un 80% del fármaco está unido a biomoléculas. Esta gran afinidad por las 
biomoléculas de la sangre unido al alto contenido salino del medio, son seguramente las 
responsables de que el cisplatino no evolucione significativamente hacia su monoacuo
complejo. Así lo demuestran Andersson et al. al incubar cisplatino en plasma sanguíneo
en condiciones fisiológicas de pH y temperatura32, y en experimentos in vivo con
pacientes tratados con cisplatino33, donde además se observa que la mayoría del 
monoacuo complejo detectado proviene de la dosis administrada y no de evolución en el 
propio torrente sanguíneo. En estos mismos trabajos se ofrecen datos de vidas medias 
del fármaco y su monoacuo complejo, comprobándose que en ambos casos los valores 
son muy bajos, oscilando entre 0,26 y 1,43 h. Estudios más recientes dedicados a la 
separación de cisplatino intacto y del monoacuo complejo en plasma humano54 , 
confirman estos mismos resultados mediante análisis HPLC-ICP-MS. 
Generalmente se piensa que el fármaco unido a las proteínas de la sangre se
excreta, pero hay quien mantiene que también sirve como almacén del complejo de Pt55 . 
Dentro de las posibles dianas de los fármacos antitumorales con Pt se ha descrito que el 
cisplatino interacciona con la Hb más intensamente que con la albúmina y mucho más 
que con las inmunoglobulinas56 . 
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Transcurridos entre 5 y 17 años desde el tratamiento con cisplatino, se han podido 
detectar en sangre concentraciones de Pt que oscilan entre 31 y 330 ng L-1, lo que 
supone de 100 a 1000 veces más que los niveles fisiológicos57 . 
En cuanto al carboplatino, existen muy pocos trabajos donde se evalúen sus 
interacciones con las proteínas de la sangre ya que, quizás, éste sea el fármaco menos 
reactivo de los tres estudiados. Esta escasa reactividad explica que se excrete en gran 
medida sin transformarse y que traspase fácilmente la barrera hematoencefálica.
Haciendo uso de LC-ESI-MS, Guo et al. 58 recuperan intacto entorno al 60% del 
carboplatino incubado en plasma ultrafiltrado de rata. Aún así, recientemente se han
determinado mediante SEC-ICP-MS interacciones del carboplatino con biomoléculas de 
la sangre con peso molecular cercano al de la HSA y al de las γ-globulinas59 . 
Al igual que el cisplatino, el oxaliplatino tiene una intensa interacción con las 
biomoléculas del torrente sanguíneo43. Al entrar en contacto con la sangre, el oxaliplatino 
pierde el grupo saliente oxalato dando lugar a especies más reactivas (Figura 9). Entre el 
85 y el 88% del fármaco se une a biomoléculas del plasma sanguíneo tras 5 h de
incubación con una vida media de 2 h60. Uriens et al. 61 corroboran estos datos ya que
incubando oxaliplatino en suero sanguíneo observaron que entre el 79 y el 87% del Pt se 
encontraba unido a biomoléculas, en su mayoría covalentemente, alcanzándose el 
equilibrio a las 6 h. Otros autores aportan nuevos datos sobre la distribución del 
oxaliplatino en sangre de pacientes tratados con oxaliplatino y en experimentos in vitro
con plasma62,63. Tras 24 h el 80% del Pt se encuentra unido a biomoléculas del plasma
sanguíneo y la relación entre el Pt presente en células rojas de la sangre, plasma
sanguíneo y fármaco no unido es 3,1 : 3,7 : 1,0. La irreversibilidad de la unión del 
oxaliplatino con las células rojas60 y la constatación en experimentos in vitro64 de
ausencia de flujos de Pt desde los eritrocitos, hace pensar que éstos no actúan como 
almacén de oxaliplatino farmacológicamente activo. 
Trabajos de especiación mediante SEC-ICP-MS con plasma ultrafiltrado de
pacientes tratados con oxaliplatino, permiten asociar pesos moleculares de picos 
cromatográficos con Pt, con ciertas proteínas de la sangre65. De esta manera, se observa 
que el 40% del Pt eluye en la banda cromatográfica 160-200 KDa, pudiendo deberse a 
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unión a γ-globulinas, otro 40% eluye a unos 60 KDa, coincidente con el peso de la HSA y 
menos del 15% eluye por debajo de 2 KDa, pudiéndose atribuir esta señal a diversas 
especies como oxaliplatino libre, Pt-DACH o unión a metionina, cisteína, etc. También 
existen trabajos recientes que determinan las constantes de velocidad de reacción entre
el oxaliplatino y biomoléculas tales como glutatión, cisteína y metionina66. Los resultados 
confirman que el oxaliplatino reacciona más rápidamente con estas biomoléculas que el 
cisplatino, lo cual debe ser tenido en cuenta a la hora de evaluar sus efectos en la célula. 
El cálculo de la vida media terminal del oxaliplatino libre en sangre ofrece datos 
dispares y oscila entre 2767 y 237 h62, según los autores y las técnicas empleadas. Los 
aductos oxaliplatino:proteína presentan vidas medias de alrededor de 10 días68. Sendos 
trabajos in vivo tras administraciones de 130 mg m-2 de oxaliplatino, ofrecen más datos de 
distribución del oxaliplatino en sangre. En el primero de ellos69, 2 h después de la
administración del quinto ciclo del tratamiento, un 65% del Pt en sangre se encuentra 
unido a biomoléculas, un 90% tras 6h y un 98% tras 3 semanas. De la misma manera, en
el segundo trabajo64 se observa, 2 h después de la primera administración, un 70% del Pt 
unido a biomoléculas y más del 95% cinco días más tarde. A pesar de ello, no se observa 
acumulación del fármaco en la sangre al contrario que en el caso del cisplatino, que se
acumula tanto libre como unido a biomoléculas. Probablemente por ello el oxaliplatino no
presenta nefrotoxicidad y la neurotoxicidad que produce es retardada o reversible43 . 
A.3.2.1. Interacción de los fármacos de Pt con la albúmina 
La albúmina presente en el suero sanguíneo humano (HSA) ha demostrado tener
mucha afinidad por los fármacos antitumorales basados en complejos de Pt70. De hecho, 
en incubaciones de HSA con cisplatino no se aprecia saturación de la proteína aunque se 
empleen grandes excesos de fármaco71. El transplatino presenta aún mayor reactividad 
que el cisplatino. El enlace cisplatino:HSA se ve influenciado por una gran cantidad de 
variables, como la relación fármaco:proteína, el medio y tiempo de incubación, la
concentración inicial de la proteína, etc. De esta manera, diversos trabajos basados en 
filtración en gel ofrecen información sobre la estequiometría y la cinética de esta
interacción sin llegar a coincidir completamente en sus resultados. Así, por ejemplo, 
Trynda-Lemiesz et al. 71 publican que tras 14 días de incubación a 37ºC con un exceso de
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cisplatino de 20 veces, cada mol de HSA une hasta 8 moles de cisplatino. Incubaciones 
más cortas de entre 2 y 6 días, con exceso de cisplatino de 60 veces, obtienen la unión 
de entre 3,5 y 10,2 moles de fármaco a cada mol de HSA72. En ambos trabajos la cinética
de reacción observada es rápida en una fase inicial y más lenta en una segunda fase. Sin
embargo, se trabaja muy lejos de las proporciones fármaco:proteína alcanzadas 
realmente en la sangre de seres vivos tratados con cisplatino, por lo que la interpretación
de los resultados de constantes de velocidad es compleja. 
Trabajos más recientes basados en CE-ICP-MS estudian la estequiometría y 
cinética de las interacciones cisplatino:HSA73 . Las ventajas de las técnicas 
electroforéticas radican en el bajo consumo de analito, tiempos de análisis cortos, 
ausencia de efectos de la técnica sobre el equilibrio fármaco:proteína y compatibilidad
con condiciones fisiológicas74,75. Al aumentar la relación fármaco/proteína se observa un 
aumento en la velocidad de reacción alcanzando su máximo a 50 h con un exceso de 
cisplatino de 20 veces. La cinética de la reacción fue caracterizada como de pseudo­
primer orden con una constante de velocidad k de 5,5 10-5 s-1, único dato disponible hasta 
la fecha acerca de cinéticas de reacción entre fármacos basados en Pt y proteínas de la
sangre. 
Hasta hoy en día, los datos que se tienen acerca de las constantes de enlace
entre HSA y fármacos basados en Pt son escasos y parciales. Ciertos estudios por
espectroscopía UV/Vis76 han calculado constantes de asociación midiendo la absorbancia
de la HSA (banda a 270 nm) a concentraciones crecientes de fármaco y asumiendo un
solo tipo de sitio de unión en la formación del aducto cisplatino:HSA. Mediante CE se han 
realizado estudios de constantes de enlace y estequiometrías entre cisplatino u 
oxaliplatino, y distintas proteínas (HSA y Tf) en condiciones de equilibrio77, obteniéndose
resultados comparables para ambos fármacos. 
Desde hace muchos años se ha pensado que la gran afinidad que presentan los 
fármacos basados en Pt por la albúmina reside en el grupo cisteína 34. Sin embargo, en
la albúmina sólo existe un grupo cisteína, por lo que deben existir otros puntos de enlace
que justifiquen la elevada estequiometría que se observa al incubarla con cisplatino. A
principios de la década de los 90 se demostró con albúmina de suero bovino (BSA) la
ruptura de puentes disulfuro para unir moléculas de cisplatino72,78,79 y transplatino80 , 
probablemente seguida de enlaces intramoleculares con la consecuente alteración de la 
estructura secundaria de la proteína y por tanto de su actividad biológica. Sin embargo, 
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con los puentes disulfuro rotos y la cisteína 34, no se justificaba aún la unión de tantas 
moléculas de cisplatino, por lo que se pensó en sitios de enlace alternativos como
metioninas o histidinas. Reedijk et al. 55, 81 sugieren que los aductos Pt:metionina pueden 
servir como reservorios de Pt para la platinación del ADN. Por otro lado, hay autores que
identifican mediante ensayos de NMR, la metionina-298 como el residuo sulfurado de 
mayor afinidad por el cisplatino82. En este mismo trabajo no se identificó la histidina como
un posible N-ligando aunque sí se halló un ligando nitrogenado participante en la
formación de un S,N-macroquelato. En esta misma línea se enmarcan los 
descubrimientos de un trabajo citado con anterioridad76, donde mediante FTIR se 
observan cambios o desplazamientos en grupos amida o tiol de tirosinas y cisteínas, que
por tanto, pudieran estar implicados en la unión del cisplatino. Además se vuelven a 
confirmar cambios estructurales en la HSA inducidos por su interacción con el cisplatino. 
El fármaco puede inducir cambios conformacionales en las proteínas al unirse a
ellas, bien por pequeños cambios en el entorno del centro de unión o por cambios en la 
estructura secundaria de la proteína. Un ensayo típico para monitorizar los cambios 
conformacionales que sufre la HSA en presencia de cisplatino es la medida por
fluorescencia del quenching del triptófano 21471,72,80. En función de la relación molar 
fármaco/proteína la intensidad de la señal de fluorescencia puede disminuir entre un 30 y 
un 75% con respecto al valor inicial. Esto indica un cambio en el bolsillo hidrofóbico del
subdominio IIA hacia la creación de un entorno más hidrofóbico. La ruptura de puentes
disulfuro de la proteína en presencia de cisplatino, podría ser responsable del cambio en 
la estructura secundaria, es decir, de la deformación de la hélice α. La HSA intacta posee
una estructura compuesta en un 67% por hélice α. Por dicroísmo circular (CD), se 
evidencia una alteración de las bandas correspondientes al enlace S-S acompañada de 
un cambio en el contenido estructural de hélice α56. Otros estudios similares basados en
la misma técnica revelan disminuciones de aproximadamente el 15% en la estructura
hélice α. Otras técnicas se han usado para constatar la disminución de la estructura
hélice α. Así por ejemplo, mediante espectroscopía UV/Vis se observa una disminución
del 33%79 y mediante FTIR de aproximadamente un 45%76. La ruptura de los puentes
disulfuro en presencia de cisplatino también se ha observado en las γ-globulinas83 , 
generándose agregados insolubles como consecuencia de la interacción.
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También existen evidencias de dimerización de la HSA en presencia de cisplatino.
Estudios por filtración en gel y detección UV/Vis confirman la dimerización de la HSA,
produciéndose especies de peso molecular entorno a 140 KDa82. Probablemente la
ruptura de puentes disulfuro esté relacionada con los procesos de agregación. De esta 
manera se podría explicar lo observado por Einhäuser et al. 52 donde tras 24 h de
incubación no encuentran Pt en fracciones inferiores a 100 KDa. El transplatino reduce la 
estructura helicoidal80 e induce la dimerización de la HSA82 en mayor grado que el 
cisplatino. 
Otro aspecto importante a considerar cuando la HSA interacciona con fármacos 
antitumorales basados en Pt, es el cambio de afinidad por otros ligandos. Monitorizando 
mediante espectroscopía UV los aductos HSA:hemo y cisplatino:HSA:hemo71, se observa 
la supresión del enlace hemo en presencia del fármaco. En este mismo trabajo se ha 
observado mediante CD que la unión de la bilirrubina a la HSA se altera en presencia de
cisplatino. 
Por último, cabe citar uno de los pocos trabajos relacionados con la interacción del 
carboplatino con proteínas de la sangre. En este estudio Ni et al.84 concluyen que la unión
del carboplatino a la HSA puede favorecer el efecto quimioterapéutico del fármaco ya que 
comprobaron que al administrar conjuntamente 5 mg/Kg de carboplatino y 500 mg/Kg de 
HSA, aumenta la cantidad de Pt detectado en hígado, estómago, intestino, pulmón, 
peritoneo y cavidad pélvica, con respecto al grupo control. 
A.3.2.2. Interacción de los fármacos de Pt con la transferrina 
A pesar de ser una de las proteínas más importantes del suero sanguíneo (2.5 
g/L), la Tf no parece interaccionar predominantemente con complejos de Pt. Así ha sido 
demostrado por Rudnev et al. 77 , quienes evaluando las constantes de asociación y 
estequiometrías del cisplatino y oxaliplatino con HSA y Tf, concluyeron que ambos 
fármacos interaccionan más intensamente con HSA. Sin embargo, existen interesantes
estudios que profundizan en la interacción de la Tf con cisplatino u oxaliplatino. Los 
trabajos publicados sobre la interacción cisplatino:apo-Tf sugieren que el fármaco ocupa
un lugar de unión singular preferencial aunque, como se demuestra, es posible la unión
de más de una molécula de cisplatino85. Los espectros ESI-Q-TOF del trabajo de Khalaila
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et al. 85 no permiten concluir cómo se une el cisplatino a la apo-Tf, pero parecen indicar la 
unión del fármaco intacto en primera instancia, para luego perder un cloro en el 
transcurso de la incubación. Sin embargo, estos resultados no terminan de ser
concluyentes, no sólo por los cortos tiempos de incubación (máximo tiempo de
incubación 3h), sino también por emplear relaciones molares muy lejanas a las 
encontradas en pacientes tratados con estos fármacos y por llevar a cabo incubaciones 
en condiciones de pH y temperatura no fisiológicas. 
Mediante estudios de ESI-MS2 y modelización molecular se justifica la unión del
cisplatino a grupos funcionales hidroxilo de la treonina 457 de la Tf86 con pérdida de un
cloro por parte del fármaco. Por el contrario, otros experimentos de NMR muestran que la 
metionina 256 y 499 son los únicos residuos alterados en la formación del aducto del 
cisplatino con la Tf 87,88. 
También se han llevado a cabo estudios comparando los efectos del cisplatino 
libre y el cisplatino ligado a Tf89. El empleo del aducto fármaco:Tf en experimentos in vitro
produjo un descenso en la reactividad de la Tf hacia los receptores de células 
cancerígenas A 431 (células de carcinoma epidérmico humano) así como una 
disminución de la citotoxicidad del fármaco. Por el contrario, se observó un retraso en la
eliminación del fármaco de la sangre si la forma administrada era el aducto cisplatino:Tf. 
Los mismos autores demostraron posteriormente90 que la citotoxicidad del aducto
cisplatino:HSA era alrededor de un orden de magnitud inferior a la del aducto 
cisplatino:Tf. 
El caso del oxaliplatino ha sido estudiado incubándolo con holo-Tf (transferrina
saturada con Fe) y detectándolo mediante HPLC-ICP-MS y nanoESI-Q-TOF91. Los 
resultados muestran la formación de un aducto no covalente oxaliplatino:holo-Tf donde 
una molécula intacta del fármaco se une sumando exactamente 397 Da al peso inicial de
la proteína. Además gracias al carácter multi-elemental del ICP-MS se ha podido
constatar que el Fe presente en la holo-Tf no se ve desplazado por el Pt. 
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A.3.2.3. Interacción de los fármacos de Pt con la hemoglobina 
La interacción de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino con la Hb se ha estudiado
mediante SEC-ICP-MS y nanoESI-MS. El orden de reactividad de estos fármacos con la
Hb es el siguiente: oxaliplatino > cisplatino > carboplatino92. La separación y
monitorización mediante SEC-ICP-MS de las incubaciones de cada uno de estos 
fármacos con Hb, ha permitido separar al menos tres especies diferentes Pt:Hb para 
cada fármaco. La monitorización simultánea de 57Fe y 195Pt en experimentos in vitro
donde se incubaron muestras de sangre de voluntarios sanos con cada uno de los 
fármacos, ha permitido saber que de las tres especies sólo una contenía Fe, 
seguramente correspondiente a la Hb intacta unida al fármaco. Las otras dos no
mostraron señal de 57Fe por pérdida del grupo hemo. La pérdida del grupo hemo se 
confirmó con experimentos nanoESI-MS donde se encontraron residuos m/z 616.5. Este 
dato es de suma importancia por los posibles efectos secundarios que puede producir el 
fármaco al mermar la capacidad de Hb para unir oxígeno. 
También se han hecho estudios para conocer la especie de cisplatino que 
interacciona con la Hb. En incubaciones de Hb con cisplatino, Mandal et al. 93 encontraron
fragmentos de masas por nanoESI-MS con desplazamientos de 227 Da con respecto a 
los fragmentos de la Hb intacta. Esta diferencia se puede explicar por la unión de
(Pt(NH3)2)2+ (229 Da) y la pérdida de dos protones, no siendo por tanto el cisplatino
intacto el que se encuentra unido a la Hb. También se ha estudiado la influencia de
factores como la temperatura y la concentración en las incubaciones de cisplatino con la 
Hb93. Como cabía esperar, a 37ºC se obtienen velocidades de interacción mayores que a 
temperatura ambiente. De la misma manera, mayores concentraciones de cisplatino 
potencian la formación de los complejos cisplatino:Hb y también la pérdida del grupo
hemo. Cabe destacar que aun empleando concentraciones clínicamente relevantes de 
cisplatino (0,05 µmoles L-1), la formación de complejos cisplatino:Hb tiene lugar, 
aumentando según se incrementa la concentración de Hb (1-8 µM)94 . 
Recientemente se ha publicado un interesante trabajo donde se profundiza en la 
naturaleza de la unión oxaliplatino:Hb95. En este trabajo se identifican mediante nanoESI-
Q-TOF aductos oxaliplatino:Hb, siendo éstos [(αhβh)2-oxaliplatino] y [(αhβh)2-Pt-DACH].
La formación de estos aductos puede ir acompañada de pérdidas del grupo hemo como
se puntualizó anteriormente92 . 
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Varios autores han descrito como irreversibles las interacciones del oxaliplatino 
con las proteínas de los eritrocitos60,68. Determinar la extensión en la que este fármaco 
interacciona con la Hb es de suma importancia para conocer la cantidad de fármaco que 
está disponible para alcanzar el ADN y ejercer el efecto citotóxico deseado. Por ello no es 
de extrañar que algunos autores propongan el aducto oxaliplatino:Hb como biomarcador 
para conocer la dosis efectiva de Pt administrada95. Sin embargo, los mecanismos por los 
que el oxaliplatino y otros fármacos antitumorales basados en Pt son transportados 
dentro de los eritrocitos para formar los aductos fármaco:Hb, siguen siendo
desconocidos. 
A.3.3. Interacción de los fármacos de Pt con la orina 
Los niveles basales de Pt en orina son extremadamente bajos como demostraron
Begerow et al. 96 en un trabajo donde se empleó ICP-MS de doble enfoque (DF-ICP-MS)
como detector. La combinación de la fotolisis sobre la muestra de orina para eliminar
efectos matriz, con una técnica de alta sensibilidad como el DF-ICP-MS, permitió obtener
límites de detección de 0,24 ng L-1, siendo los valores de concentración de Pt basal en
personas no expuestas de 0,48 a 7,65 ng L-1. Estas reducidas concentraciones 
fisiológicas de Pt en orina permiten detectar con facilidad pequeñas alteraciones en la 
concentración de Pt como consecuencia de tratamientos antitumorales con complejos de
Pt. De esta manera, se han podido detectar mediante voltamperometría concentraciones 
de Pt en orina de 180 ng L-1 en pacientes tratados con cisplatino hace 17 años57 . 
Las cantidades y la forma química en la que el fármaco es excretado, bien por la
orina o bien por las heces, tienen mucho que ver con su reactividad y por lo tanto con su
toxicidad. Los datos recogidos de la bibliografía muestran cómo el carboplatino, el
fármaco menos tóxico de los tres estudiados a lo largo de esta memoria, es el que se
excreta más rápidamente. 
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Excreción del cisplatino
La administración de dosis de cisplatino de entre 40 y 140 mg m-2, inyectado 
puntualmente o mediante infusiones en periodos de 1 a 24 h de duración, producen la
eliminación por la orina del 10 al 40% del fármaco en las primeras 24 h97. A los 5 días de 
la administración de dosis de 40 a 100 mg m-2 mediante infusiones en periodos de 2 a 8 
h, del 35 al 51% del Pt ha sido excretado por la orina. Alrededor de un 13 a un 17% del Pt 
excretado en la orina al cabo de 1 h tras la administración de una dosis de 50 mg m-2, lo 
hace en forma de fármaco intacto. La mayoría del Pt administrado se excreta en las 
primeras horas y sólo un pequeño porcentaje del Pt se excreta más allá de las 24 h. El 
hecho de que más del 50% del cisplatino administrado persista durante largo tiempo en el 
organismo se debe a su elevada reactividad con biomoléculas de la sangre o del interior 
celular. A pesar de haberse encontrado Pt en bilis e intestino grueso, la eliminación del 
cisplatino a través de las heces es insignificante.
Tang et al. 98 trabajaron en la identificación de especies platinadas en orina de
pacientes tratados con cisplatino y estudiaron las diferencias entre las especies 
encontradas en la orina de ratas control y diabéticas. Para ello utilizaron las técnicas RP­
HPLC-ICP-MS, NMR de 1H y 13C y FAB-MS. Las especies metabolizadas in vitro fueron
caracterizadas mediante sus tiempos de retención e identificadas por masas. Haciendo
uso de estos datos fue posible la identificación en muestras reales de orina humana de 
cisplatino intacto (C), su monoacuo complejo (H1) y el complejo cis ­
[Pt(NH3)2Cl(Creatinina)]+ (R1) (Figura 10 a). De la misma manera, se identificaron
especies como el aducto cisplatino:urea, que no se resuelve totalmente de la especie H1, 
y el cisplatino:ácido úrico, que eluye justo después del fármaco intacto. Tres o cuatro 
semanas después del tratamiento, aún quedan en la orina 50-100 µg L-1 de Pt mientras 
que justo después de la infusión del fármaco se detectaron 30-50 mg L-1. En los 
cromatogramas correspondientes a la tercera semana tras el tratamiento (Figura 10 b), se
observa una gran biotransformación de las especies que se encontraron con anterioridad. 
Excepto las especies minoritarias que eluyen a tiempos de retención inferiores a 300 s, 
las demás especies platinadas detectadas en estas separaciones no coinciden con las 
citadas anteriormente, por lo que no pudieron ser identificadas. 
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Figura 10. Cromatogramas (195Pt) de muestras de orina procedente de pacientes tratados con
cisplatino98 recogidas a) inmediatamente después de la administración y b) tres semanas después 
Por último, cabe destacar el estudio que se realizó en este mismo trabajo con
ratas control y diabéticas. Se conoce que las ratas diabéticas son resistentes a la 
nefrotoxicidad99 del cisplatino. El experimento consistió en la inducción de diabetes a un 
grupo de ratas para posteriormente comparar las especies con Pt detectadas mediante
HPLC-ICP-MS en muestras de orina. La mayoría de las especies coincidieron tanto
cuantitativa como cualitativamente, con la excepción de un pico minoritario que no fue 
posible identificar. 
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Excreción del carboplatino 
Al igual que en el caso del cisplatino, el riñon es la principal ruta para la
eliminación del fármaco100. También de la misma manera, la mayoría del fármaco se
excreta en las 6 primeras horas, eliminándose entre el 50 y el 70% de fármaco en las 
primeras 24 h tras la administración. Estos datos comparados con los del cisplatino
muestran una primera diferencia importante que está relacionada con la reactividad de 
ambos fármacos. Más de la mitad del carboplatino administrado se excreta en las 
primeras 24 h, mientras que el cisplatino ni siquiera en el peor de los casos alcanza el 
40% de eliminación. Además el 32% de la dosis se excreta como fármaco intacto. Esto
coincide con los datos ofrecidos por Tang et al. 98 (Figura 11 a) donde se aprecia que justo
después de la administración del carboplatino el compuesto platinado mayoritario en la
orina humana es el fármaco intacto. Tres semanas después del tratamiento, aún se 
aprecian grandes cantidades de Pt en la orina, sin embargo el carboplatino ha sufrido una 
gran biotransformación en múltiples especies (Figura 11 b). En uno de los pacientes 
estudiados se observan especies platinadas con tiempos de retención iguales al
cisplatino y a su monoacuo complejo, lo que vendría a confirmar la posibilidad de que el 
carboplatino pudiera convertirse in vivo en cisplatino101 . 
En cuanto al carboplatino que no es eliminado tras 24 h, la mayoría (85-89%) se
encuentra ligado irreversiblemente a proteínas del plasma y es eliminado lentamente ya 
que su vida media en el plasma es de al menos 5 días. 
Excreción del oxaliplatino 
La elevada reactividad del oxaliplatino se aprecia tanto en la cantidad de fármaco
excretada tras su administración, como en la cantidad de especies platinadas que se
encuentran en la orina de pacientes tratados con este fármaco43. Allen et al. 102 estudiaron 
la excreción de oxaliplatino en pacientes tratados con dosis simples de 130 mg m-2. Las
muestras de orina y heces recogidas durante 5 días a 5 pacientes, permitieron demostrar 
que, al igual que para cisplatino y carboplatino, la eliminación principal del oxaliplatino se
produce a través de la orina. Durante los cinco días posteriores al tratamiento el 53,8%
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del Pt administrado fue eliminado por la orina y sólo un 2,1% por las heces. Otros autores
obtuvieron resultados parecidos en ensayos similares69,103. 
Más allá de la cuantificación del Pt excretado, se han llevado a cabo estudios 
acerca de las especies de Pt que se encuentran en la orina. Experimentos in vitro de 
oxaliplatino con orina han mostrado hasta 16 especies con Pt104. Las especies 
mayoritarias identificadas por espectrometría de masas fueron los complejos Pt(DACH)­
con dicreatinina (24%), metionina (6%), monocloro (2%), monoclorocreatinina (14%), 
dicloro (7%) y monocreatinina (11%), mientras que el Pt(DACH)diacuo complejo se 
Figura 11. Cromatogramas (195Pt) de muestras de orina procedente de pacientes tratados con
carboplatino98 recogidas a) inmediatamente después de la administración y b) tres semanas 
después 
38
 
                                                                                                                           
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción
identificó mediante comparación de los tiempos de retención obtenidos por HPLC. 
Trabajos in vivo con cinco pacientes tratados con 130 mg m-2 de oxaliplatino confirman
los resultados obtenidos in vitro. De esta manera, se identificaron por masas los 
siguientes complejos Pt(DACH)- con dicreatinina (1-4%), metionina (1-7%), monocloro
(2%), monoclorocreatinina (1-20%) y monocreatinina (1-10%). Además se identificó la
especie Pt(DACH)glutatión (2-18%) que es muy significativa desde el punto de vista que
confirma la posibilidad de que el glutatión intracelular actúe como detoxificador. Existen 
asimismo, otras especies con Pt resueltas por HPLC que no pudieron ser identificadas. 
Otros trabajos también han conseguido excelentes separaciones de especies con Pt en 
muestras de orina de pacientes tratados con 100 mg m-2 de oxaliplatino38, sin embargo, 
no han abordado la identificación de las mismas. 
A.3.4. Distribución y acumulación de los fármacos de Pt en tejidos 
Tras el descubrimiento del cisplatino como potencial fármaco antitumoral, no 
tardaron mucho en aparecer los primeros estudios acerca de la distribución del fármaco
en organismos vivos. Tothill et al.105 estudiaron la acumulación total del Pt mediante ICP­
MS en animales y en humanos tratados con cisplatino y carboplatino. En ratas la 
acumulación resultó ser de entorno al 4% del Pt administrado al cabo de 3 meses y en 
cerdos de un 5% transcurridos 11 meses. La acumulación total en humanos a los 11
meses del tratamiento podía exceder el 5% de la cantidad administrada. Concretamente
determinaron que el hígado era el órgano que más Pt acumulaba, alcanzándose valores
de 0,5 ng de Pt por g de tejido húmedo administrando 1 mg de cisplatino por Kg de peso
corporal. 
Otros trabajos coinciden en que el hígado es el órgano que alcanza la
concentración de Pt más elevada. Mediante fluorescencia de rayos X, Stewart et al. 106 
confirman que tras la administración de cisplatino el hígado es el órgano que más Pt
acumula, seguido de próstata y riñón. Inferiores son los niveles de Pt determinados en
vejiga, músculo, testículos, páncreas y bazo, y mucho más reducidos los encontrados en 
intestino, glándula suprarrenal, corazón, pulmones, cerebro y cerebelo. En la Figura 12 se 
muestran los datos de 12 pacientes aquejados de diversos tumores, tratados con 
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Figura 12. Concentraciones de Pt en tejidos humanos tras una terapia con cisplatino106. En todos 
los órganos medidos se detectó Pt. La ausencia de medida de concentración se debe a que ese 
órgano no pudo ser analizado. Los pacientes 1, 2, 3, 7, 9, 10, 11 y 12 eran hombres, mientras que
los pacientes 4, 5, 6 y 8 eran mujeres. 
distintas dosis de cisplatino y cuyos órganos fueron analizados a diferentes tiempos tras 
la última administración. 
Estudios similares107 mediante análisis por activación neutrónica (NAA) señalan
una vez más el hígado como el órgano que más Pt acumula tras una terapia con 
cisplatino, seguido de riñón y testículos. Por el contrario, los músculos pierden el Pt 
acumulado más rápidamente que otros tejidos. La imagen obtenida mediante 
espectroscopía gamma, presentada por Areberg et al. 108 (Figura 13), muestra las zonas 
donde se produce mayor acumulación de 191Pt-cisplatino. 
Por último cabe destacar el trabajo de Siddik et al. 109, donde se compara la
acumulación de Pt experimentada en ratones tratados con cisplatino y con carboplatino.
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Se observa como, a pesar de la diferencia de dosis administradas a los ratones  (4 mg
Kg-1 de cisplatino y 80 mg Kg-1 de carboplatino), la relación Pt en tejido frente a Pt en 
plasma sanguíneo se mantiene similar para ambos fármacos durante la fase de 
administración. Posteriormente, entre el primer y el décimo día, no sólo la mencionada
relación, sino también las concentraciones de Pt en la mayoría de los tejidos analizados 
fueron comparables. Sin embargo, en el caso de bazo, cerebro, músculo, testículos
ovarios y bilis, las concentraciones de Pt tras la administración de carboplatino fueron
entre 2 y 6 veces superiores a las de cisplatino.
Figura 13. Imágenes de espectroscopía gamma de cuerpos humanos tratados con 5 mg de 191Pt­
cisplatino a) 1 h, b) 65 h y c) 163 h después de la administración 
A.3.5. Interacción de los fármacos de Pt en el interior celular 
El cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, alcanzan el interior de la célula mediante 
un mecanismo de difusión pasiva como moléculas neutras110. Sin embargo, aunque esta
difusión pasiva parece ser el proceso dominante, no se pueden descartar otro tipo de vías 
de entrada que podrían implicar un transporte mediado por proteínas111. Algunos autores 
proponen un mecanismo mixto112, y aunque existen evidencias bioquímicas y biológicas 
para soportar dicha hipótesis, aun se está muy lejos de dar una explicación completa del 
proceso. Una de estas evidencias se presenta en un trabajo enfocado a la identificación
de dianas proteícas dentro de un sistema celular completo113, donde se identifican
proteínas de membrana externa en la banda electroforética con mayor contenido en Pt. 
También se ha descrito la interacción preferencial del cisplatino con las proteínas de 
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membrana frente a los fosfolípidos114. A pesar de ello, la débil y reversible interacción del 
fármaco con los fosfolípidos parece provocar un cambio estructural de la membrana con
la consiguiente alteración de propiedades como la permeabilidad22. Otra posible ruta de
entrada en la célula de los fármacos basados en Pt, es la mediación de proteínas
transportadoras de Cu115 . 
Como ya se ha comentado en apartados anteriores, el cisplatino libre en la sangre
se mantiene principalmente en su forma intacta33. Una vez en el interior de la célula, la
baja salinidad del citoplasma (5 mM aprox.), hace que el cisplatino comience a 
hidrolizarse y se formen diversos acuo complejos116 que son más reactivos que el 
fármaco original (Figura 7). Aunque en la célula existen numerosas biomoléculas que
podrían actuar como bioligandos del cisplatino, la principal diana de las formas 
hidrolizadas del fármaco es el ADN (Figura 14). La interacción del cisplatino con el ADN 
es la responsable de la muerte celular como así lo confirman las claras correlaciones 
observadas entre la citotoxicidad y la cantidad de Pt unido al ADN 117-119 . 
Figura 14. Esquema sobre la interacción del cisplatino en el interior celular 
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Concretamente, la interacción del cisplatino con el ADN se realiza a través de los
nitrógenos de las bases nitrogenadas, y en mayor medida con aquellos que no
intervienen en la formación de puentes de hidrógeno entre bases1. Por ello, los nitrógenos
N-7 de la guanina (G) y adenina (A), son los que presentan mayor afinidad por el fármaco
(Figura 15). Los aductos covalentes mono y bifuncionales resultantes producen lesiones 
que afectan a la replicación del ADN. Algunas de las evidencias que corroboran este
hecho son la inhibición de la replicación del ADN o la inducción de sus enzimas 
reparadoras. Dentro de los aductos bifuncionales se pueden dar puentes interhebra o 
puentes intrahebra, siendo estos últimos los más comunes (Figura 16). El cisplatino
también puede formar puentes entre el ADN y proteínas intracelulares, aunque estos 
aductos platinados son igualmente minoritarios. 
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Figura 15. Detalle de los nitrógenos N-7 pertenecientes a adenina y guanina en la cadenade ADN 
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Figura 16. Aductos bifuncionales más comunes en la interacción del cisplatino con el ADN 
Algunos trabajos basados en técnicas elementales han estudiado los aductos del 
cisplatino con oligonucleótidos del ADN 120 e incluso aductos cisplatino:ADN inducidos en 
células de la llamada mosca del vinagre121 . 
Como se ha mencionado anteriormente, la célula se compone de un gran número
de biomoléculas susceptibles de interaccionar con el fármaco además del ADN. Estos 
ligandos biológicos, en su mayoría presentes en el citoplasma celular, pueden ser: 
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•	 Aniones fosfato o carboxilato 
•	 Aminoácidos sulfurados como cisteína (Cys) y metionina (Met) 
• Oligopéptidos como el glutatión (Glu-Cys-Gly, GSH). La concentración de 
GSH en la célula es muy elevada, del orden de mmoles L-1. Las bombas 
dependientes de ATP podrían ser capaces de reconocer estos aductos y
expulsarlos de la célula en lo que podríamos denominar mecanismo de
detoxificación y que podría ser responsable de las resistencias al fármaco. 
• Metalotioneína (MT). Esta proteína es rica en restos cisteínicos y por lo tanto 
tiene múltiples potenciales puntos de unión con el cisplatino.
• Otras proteínas globulares pertenecientes al citoesqueleto celular como la
actina G, la actina F o la tubulina. 
La interacción de estos bioligandos citoplasmáticos con el fármaco platinado, 
puede reducir drásticamente la cantidad de fármaco disponible para interaccionar con el 
ADN, provocando una disminución paralela de su citotoxidad. Además estos procesos 
pueden estar relacionados con el desarrollo de resistencia de ciertos tumores y con las 
distintas toxicidades provocadas por estos fármacos. Por ello, es de suma importancia el
estudio de las interacciones de estos fármacos con posibles bioligandos citoplasmáticos. 
Entre los más destacados se encuentran aquellos bioligandos que contienen grupos tiol, 
como GSH o MTs122. Se ha demostrado que un aumento en la expresión del gen de la
MT es capaz de incrementar la resistencia al cisplatino y reducir considerablemente su
nefrotoxicidad123. Por el contrario, se ha descrito una disminución de la resistencia celular 
al fármaco y un aumento de la citotoxicidad al reducir la cantidad de GSH 
citoplasmático22 . 
Los procesos de resistencia celular a estos fármacos antitumorales no están sólo
relacionados con la interacción del fármaco con bioligandos celulares. Los mecanismos 
postulados sobre la resistencia celular a estos fármacos se detallan a continuación124: 
•	 Disminución de la acumulación intracelular. Si el fármaco no puede 
acumularse en la célula, no podrá alcanzar el ADN y por tanto no efectuará su
acción citotóxica125 . Aunque no se conocen en profundidad, existen 
mecanismos por los cuales la célula es capaz de regular la entrada del 
fármaco a su interior126 . 
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•	 Secuestro y eliminación de los fármacos en el interior celular mediante 
macromoléculas con azufre. Los mencionados bioligandos con azufre tienen la
capacidad de capturar, inactivar y/o eliminar de la célula los complejos 
platinados. 
•	 Incremento de la reparación del ADN. La célula puede incrementar su
capacidad para eliminar los aductos fármaco:ADN y reparar las lesiones 
inducidas en el ADN mediante ciertas proteínas reparadoras126 . 
A.3.5.1. Interacción de los fármacos de Pt con MT 
Las metalotioneínas (MTs) fueron aisladas por primera vez en el año 1957 por 
Margoshes et al. 127. Su descubrimiento fue consecuencia del estudio de la acumulación
natural de Cd en la corteza renal equina. Desde entonces se han descubierto otras
proteínas similares derivadas de distintas especies biológicas y que conforman la 
superfamilia de las MTs. Todas ellas presentan una serie de características comunes 
como son: 
•	 Proteínas de bajo peso molecular (6000-7000 Da) 
•	 Elevado número de cisteínas 
•	 Ausencia de aminoácidos aromáticos y de histidinas 
•	 Elevado contenido en metales (Cd, Zn, Cu, Hg) 
•	 Ausencia de puentes disulfuro en estado natural 
•	 Termoestable hasta 70ºC 
•	 Los principales inductores de su expresión son el Cd y el Zn 
El elevado número de residuos cisteína que poseen las apo-MTs (MTs sin 
metales) les permite complejar un cierto número de metales formando estructuras de
cluster metal-tiolato. Los 20 residuos cisteína presentes en las apo-MTs suponen 
alrededor de un 30% de los aminoácidos presentes en estas pequeñas proteínas. 
Concretamente en mamíferos, 14 de las 20 cisteínas se disponen como Cys-X-Cys,
aunque también pueden encontrarse configuraciones Cys-Cys o Cys-X-Y-Cys. Todas las 
cisteínas presentes en la cadena se encuentran en estado reducido predominando el 
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enlace metálico sobre la formación de puentes disulfuro. La presencia de estos ligandos 
tiol (-SH) explica la capacidad para unir iones blandos como Cd, Zn, Cu, o Hg. De esta
manera, el polipéptido se entrecruza creando una envolvente hidrofílica con núcleo
metálico. Las MTs son capaces de unir metales de los grupos 11 y 12 de la tabla 
periódica, en un dominio simple (levaduras y hongos) o en dos dominios (mamíferos y 
crustáceos)128. En la Figura 17 se representan las uniones de una apo-MT de mamífero 
con 7 átomos metálicos129, observándose los clusters metal-tiolato M4S11 y M3S9, en los 
dominios α y β respectivamente. El esquema de esta figura puede aplicarse a Zn, Cd o
Hg ya que cada MT puede coordinarse con 7 átomos de estos metales. Por el contrario, 
el Cu puede coordinarse en una estequiometría metal:proteína 12:1. 
La fuerza relativa de los enlaces metal-tiolato para los distintos metales implicados 
se ordena de la siguiente manera: Ag+, Hg2+, Cu+ > Cd2+ > Zn2+. Por este motivo, el Zn
puede verse fácilmente desplazado por un gran número de metales, siendo éste el 
camino empleado por la MT para coordinar metales potencialmente tóxicos y destoxificar
así la célula ante una posible contaminación. 
El Pt no pertenece a los grupos 11 o 12 de la tabla periódica, sin embargo se ha
constatado que es capaz de coordinarse con la MT. Ciertos estudios demuestran
mediante SEC-ICP-MS el desplazamiento que sufre el Zn en presencia de cisplatino, 
mientras que el Cd permanece ligado a la proteína130. Hagrman et al. 117 por su parte, 
observaron mediante SEC con detección AAS que no sólo el Zn se desplaza, sino que 
también el Cd propio de la MT se pierde en presencia de cisplatino. La contradicción
entre ambos resultados pudiera deberse a las distintas proporciones cisplatino:MT
utilizadas, así como al pH de los análisis realizados. Análisis llevados a cabo mediante 
ESI-MS131 constatan la influencia del pH del medio en el enlace de Zn y Cd con las 
distintas clases de MTs.
Sobre la estequiometría y los sitios de enlace en los aductos cisplatino:MT, 
existen igualmente discrepancias entre los distintos trabajos publicados. Se han 
identificado mediante nanoESI-MS aductos Cd4-Ptn-MT (n = 1-7) a pH neutro incubando 
cisplatino y MT en exceso del fármaco130. De la misma manera, empleando un exceso de
cisplatino se ha observado la unión de hasta 10 moléculas de fármaco por cada una de 
MT132. Atendiendo al número de átomos de Pt capaz de unir la MT, parece que no sólo
los residuos cisteína intervienen en la unión de los complejos de Pt. Según los resultados 
obtenidos mediante SEC-UV117, ocurren diversas reacciones en la incubación de 
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Figura 17. Esquema de la interacción de una MT con 7 átomos metálicos formando diversos
clusters tetrahédricos metal-tiolato129 
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cisplatino con MT. De estas reacciones sucesivas la primera de ellas parece no conducir 
a la formación de enlaces Pt-S ya que no se ve alterada la absorbancia correpondiente a 
estos grupos. En un trabajo anterior Palumaa et al. 133 describen ligandos N y O dadores 
que intervienen en el enlace del Pt. Por lo tanto, existen evidencias que indican la
implicación de sitios de enlace distintos a los tioles cisteínicos en la interacción de la MT
con complejos de Pt. Pocas referencias hay acerca de la especie de cisplatino que se 
une a la MT. Pattanaik et al. 132 sugieren en sus estudios estructurales por difracción de
Rayos X que el cisplatino pierde los dos grupos amino además de sus grupos salientes, 
indicando esto la presencia de 4 azufres en la primera esfera de coordinación del Pt. 
La cinética de la interacción cisplatino:MT también fue estudiada por Hagrman et 
al117. En condiciones de exceso de cisplatino frente a MT se observan reacciones de 
primer o segundo orden para el cisplatino. Según las constantes de velocidad calculadas 
para la reacción de Cd, Zn o cisplatino con MT, el fármaco es capaz de desplazar tanto al
Zn como al Cd. 
Los trabajos publicados en referencia a los aductos cisplatino:MT, ofrecen 
pinceladas de las características de esta interacción y en muchos casos aportan
información contradictoria. Además, los experimentos desarrollados en este campo se
limitan al análisis de aductos procedentes de incubaciones de patrones que en la mayoría
de las ocasiones se realizan en proporciones fármaco:MT que no corresponden a las que
se encuentran en tejidos de pacientes sometidos a terapias antitumorales. Para llevar a
cabo una caracterización más completa de estos aductos, los retos que se plantean 
pasan por el análisis en medios y concentraciones fisiológicas, así como el trabajo con
muestras reales, la extensión de estos estudios a otros fármacos antitumorales basados
en Pt y la consideración de las distintas formas químicas a las que pudieran evolucionar
los fármacos. 
A.3.5.2. Interacción de los fármacos de Pt con GSH 
El glutatión (GSH) es un tripéptido que se encuentra en el citosol celular en
concentraciones de mmoles L-1. Está compuesto por los aminoácidos Glu-Cys-Gly y ha
sido relacionado con procesos de inducción de resistencia celular frente al tratamiento
con diversos fármacos antitumorales de Pt como cisplatino22,134, carboplatino e incluso
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fármacos polinucleares de Pt de nueva generación135, aunque en este último caso en 
menor medida debido a la muy favorable interacción del fármaco con el ADN. 
La interacción de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino con GSH, ha sido 
estudiada en mayor profundidad que la interacción con MTs. Recientes trabajos acerca
de la cinética de la reacción entre estos tres fármacos con el GSH, desvelan que la 
interacción del cisplatino es más intensa que la de los otros dos fármacos136. A pesar de 
ello, las velocidades de reacción en las primeras etapas, son similares para cisplatino y 
oxaliplatino, siendo hasta 5 veces mayores que para carboplatino. Las reacciones son de
primer orden para los tres fármacos según los resultados obtenidos mediante HPLC-UV 
monitorizando la formación del enlace Pt-S. Cabe destacar de este trabajo la simulación
de las condiciones fisiológicas de pH, temperatura y contenido salino, así como el empleo
de relaciones molares cercanas a las que se pueden alcanzar in vivo. Igualmente,
Dabrowiak et al. 137 también llevaron a cabo sus experimentos sobre la cinética de
reacción del cisplatino con GSH en condiciones fisiológicas. Confirmaron mediante 
HPLC-UV y AAS que la reacción del GSH con cisplatino es de primer orden y 
concluyeron que la relativa baja velocidad de la reacción está de acuerdo con la eficiente
platinación del ADN en presencia de concentraciones citosólicas de GSH del orden de 
mmoles L-1. Un dato de sumo interés ofrecido en este trabajo es el de la velocidad de 
reacción de la especie monohidratada del cisplatino, que al pH 7.4 de las incubaciones 
resulta estar en su forma hidroxilada. Esta especie muestra reacciones mucho más lentas 
que el fármaco intacto. 
Los aductos fármaco:GSH tienen un peso molecular muy inferior al de las MTs, lo 
que les hace, a priori, más fácilmente caracterizables mediante técnicas estructurales de 
masas. De esta manera, algunos autores ya han propuesto estructuras para ciertos 
aductos cisplatino:GSH138 detectados mediante ESI-MS (Figura 18), donde dos moléculas 
de fármaco se unen con una o dos moléculas de GSH a través de sus grupos tiol. Sin 
embargo, se trata de incubaciones acuosas en medios no fisiológicos y en relaciones
molares 1:1, muy alejadas de las proporciones que se alcanzan en la realidad. Además el 
fármaco que se pone en contacto con el GSH es la forma diacuo compleja y no el 
fármaco intacto. Como hemos mencionado anteriormente este complejo dihidratado no se
forma en cantidades significativas en el organismo y por tanto los aductos con GSH 
formados a partir de él pueden no responder a especies que se formen in vivo. 
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Figura 18. Estructuras propuestas para los aductos cisplatino:GSH identificados mediante ESI­
MS138 
Quizás debido a estas discrepancias entre ensayos in vitro e in vivo, Bernareggi et 
al. 139 no consiguieron identificar en las muestras reales lo que sí consiguieron caracterizar 
en incubaciones 1:1 de cisplatino con GSH a 37ºC y pH 7,4. El espectro MS2 del aducto
cisplatino:GSH detectado por LC-MS de triple cuadrupolo está representado en la Figura
19. Esta estructura difiere sustancialmente de las propuestas por Miao et al. 138 y ponen 
de manifiesto la necesidad de trabajos que pongan especial atención en el diseño de
ensayos in vitro en condiciones tales de concentración, salinidad, temperatura, etc, que
aporten información real sobre estos aductos y sirvan para su posterior aplicación a
muestras procedentes de ensayos in vivo. 
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Figura 19. Espectro MS2 y estructura propuesta para el aducto cisplatino:GSH con m/z 570139 
A.3.5.3. Interacción de los fármacos de Pt con otras biomoléculas celulares 
Sin duda la MT y el GSH, son dos de los bioligandos celulares de mayor interés y 
que más ampliamente se han estudiado debido a los procesos en los que se cree están
involucrados. Sin embargo, existen multitud de potenciales bioligandos en el interior
celular que permanecen aún inexplorados. Aunque escasos, los trabajos referentes a 
estos otros potenciales ligandos son extremadamente interesantes y aportan nueva
información sobre el comportamiento de los fármacos en el interior celular. 
Tradicionalmente los grupos que contienen azufre se han considerado como los 
sitios preferentes de unión de los fármacos basados en Pt. Tal es el caso del aminoácido 
metionina140. Sin embargo, existen trabajos que evidencian la existencia de otros 
potenciales sitios de enlace como son los O y N dadores de electrones. El estudio 
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mediante difracción de Rayos X de la interacción de la superoxodismutasa procedente de
eritrocito bovino (beSOD) con un exceso de 10 veces de cisplatino141, presenta al N de la
histidina 19 como el sitio preferencial de unión del fármaco frente a residuos Met o Cys,
los cuales pueden estar involucrados en la formación de puentes disulfuro o impedidos 
estéricamente. Miao et al. 138 también ponen de manifiesto la participación de N dadores
en la interacción de varios péptidos que contienen azufre con el diacuo complejo del 
cisplatino. El aducto formado con el péptido Met-Arg-Phe-Ala es el resultado de la
ciclación de éste por interacción del derivado del fármaco con su N terminal y el S de la 
Met. Por otro lado, el péptido Ac-Met-Ala-Ser enlaza el diacuo complejo del cisplatino a
través del S de la Met y del N desprotonado de la amida cercana al acetato (Ac). 
Una nueva e innovadora estrategia para abordar el estudio de los sitios de unión
de los fármacos basados en Pt, se plantea en el trabajo de Yang et al. 142 a través del 
análisis de los fragmentos protéicos resultantes de la interacción del carboplatino con el 
citocromo C. A pesar del gran exceso de fármaco, la estequiometría fármaco:proteína
que se observa en los aductos resultantes es 1:1 y 1:2 a pH 5,0 y 37ºC, y únicamente 1:1 
en condiciones de pH 7.0 y 37ºC, más cercanas a las fisiológicas. Sin embargo, la
conclusión más interesante de este trabajo es la observación de que el carboplatino
induce la ruptura del citocromo C en condiciones ácidas y elevada temperatura (pH 2,5 y 
50ºC). El análisis por ESI-MS de los fragmentos del aducto carboplatino:citocromo C,
permite identificar de manera más sencilla los puntos de unión del fármaco, que en este
caso resultan ser las metioninas 65 y 80. 
A.3.5.4. Interacción de los fármacos de Pt en muestras reales 
Los estudios hasta ahora mencionados acerca de la interacción de complejos de 
Pt con potenciales bioligandos del interior celular, han hecho uso de reactivos patrón en 
distintas condiciones de incubación. Aunque necesarios, estos trabajos deben avanzar 
hacia su aplicación en muestras reales con el objeto de confirmar con ensayos in vivo las 
hipótesis planteadas in vitro. Como se ha visto en el caso de la sangre o la orina, el 
análisis de estas matrices reales de complejidad no muy elevada, puede abordarse sin
grandes dificultades gracias a los conocimientos sobre tratamiento de muestra y a las 
técnicas analíticas de las que se dispone. Sin embargo, muestras celulares 
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pertenecientes a tejidos de organismos vivos presentan una mayor complejidad y 
suponen un nuevo desafío. Por esta razón, los trabajos publicados que analizan estas 
matrices son tan escasos. Existen especies metal:biomolécula tales como los que 
contienen Se, que han permitido iniciar el camino del análisis in vivo. El enlace covalente
entre el Se y las biomoléculas con las que interacciona, facilita notablemente el 
tratamiento de muestra y el análisis de dichas especies 143-145 . También se han publicado 
recientemente trabajos de metalómica con As146, Hg147 y otros metales148. Sin embargo, el
estudio in vivo de los aductos Pt:biomolécula es un territorio poco explorado, y el
desconocimiento de la naturaleza de sus enlaces añade un factor más de complejidad al 
análisis. 
Pioneros en este campo son Allardyce et al. 113, que identificaron proteínas de 
membrana externa en una zona electroforética rica en Pt, pudiendo estar involucradas 
éstas en la toma de cisplatino por parte de la célula. Para ello administraron cisplatino a
células de Escherichia coli e hicieron una separación parcial de las proteínas de la 
muestra mediante SDS-PAGE. Finalmente se midió el contenido de Pt en cada banda
mediante ablación láser ICP-MS (LA-ICP-MS). Aplicando técnicas de electroforesis en gel 
en dos dimensiones (2D SDS-PAGE) y MALDI-TOF, Coling et al. 149 publicaron
recientemente la alteración en la expresión de hasta 22 proteínas de la cóclea
comparando ratas tratadas con cisplatino y ratas control. Este trabajo viene a cubrir el 
vacío existente en el estudio metalómico de la ototoxicidad, una toxicidad no mortal 
provocada por el cisplatino pero que afecta a un 36% de los pacientes6,150 tratados con
estos fármacos. 
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A.4. Metodología analítica para el análisis bioinorgánico 
El estudio de los mecanismos de acción de los fármacos anticancerígenos de Pt 
ha requerido esfuerzos multidisciplinares de áreas de la ciencia tales como la Biología, la 
Bioquímica, la Medicina y por supuesto de la Química. En las últimas décadas han sido
muchas las nuevas tendencias que han ayudado a orientar las investigaciones sobre las 
interacciones de estos fármacos antitumorales en el organismo. Concretamente, la 
Química Analítica ha contribuido decisivamente a la investigación de estos fármacos, y en 
general a todos los estudios de especiación bioinorgánica, a través del desarrollo de
nuevas técnicas y metodologías cada vez más versátiles, sensibles, rápidas, selectivas y 
sencillas. Hoy en día, no sólo se dispone de herramientas para el análisis de contenidos 
totales de hetero-átomos en muestras diversas, sino que se puede obtener información 
sobre la cantidad e identidad de las distintas especies biológicas minoritarias que
contienen dichos hetero-átomos y que se encuentran en matrices biológicas de elevada
complejidad. 
Paralelamente al desarrollo de estas nuevas y potentes herramientas de análisis, 
y también gracias a ellas, se han abierto nuevos campos aún inexplorados y que han sido
objeto, en primer lugar, de una labor de definición y clasificación dentro de las distintas 
categorías de la ciencia151. Según la IUPAC, la especiación de un elemento se define 
como la distribución de un elemento entre especies químicas definidas dentro de un
sistema, implicando su análisis cualquier actividad analítica encaminada a identificar y/o 
medir cantidades de una o más especies químicas de la muestra152. Tomando en 
consideración esta definición, pero aplicándola a metalo-biomoléculas, la metalómica153 
podría definirse como el análisis de las especies que contienen un metal o metaloide
dentro de un tejido o célula. Este término fue propuesto por Haraguchi y Matsura154 para
dotar a este campo de una entidad científica comparable a la de la proteómica y 
genómica. El estudio de la interacción de los fármacos antitumorales de Pt con 
biomoléculas presentes en el organismo, es decir la especiación bioinorgánica del Pt, 
podría englobarse dentro de la mencionada metalómica. En la Tabla 1 se recogen los 
principales conceptos y términos empleados en el análisis bioinorgánico. 
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Tabla 1. Términos y conceptos usados en la especiación bioinorgánica 
Término 	Definición 
Especiación 	 Distribución de un elemento en especies químicas definidas dentro de un
sistema 
Análisis de especiación 	 Cualquier actividad analítica encaminada a identificar y/o cuantificar una 
o más especies químicas individuales de la muestra 
Fraccionamiento Separación de un analito o grupo de analitos de una muestra de acuerdo
con sus propiedades químicas o físicas
Metaloma Conjunto de las especies que contienen un metal o metaloide en una 
célula o tejido 
Metalómica153 Estudio cualitativo y/o cuantitativo del metaloma 
Proteoma Conjunto de proteínas expresadas a partir de la información contenida en
un genoma en un lugar y en unas circunstancias específicas 
Proteómica Estudio del proteoma de un organismo 
Metaloproteoma155 Conjunto de proteínas asociadas a compuestos metálicos
Fosfoproteoma La parte del proteoma modificada por fosforilación 
Selenoproteoma La parte del proteoma que incorpora selenoaminoácidos, selenocisteína
y selenometionina 
Proteómica con marcaje Estudio del proteoma en el que la información analítica se adquiere 
de hetero-átomos mediante espectrometría de masas elemental, bien por la presencia
natural de hetero-átomos (S, Se, P, I) en las proteínas, o su introducción 
mediante marcaje (derivatización)
Metaboloma Conjunto de compuestos químicos que se encuentran en las células,
producidos como resultado de reacciones, tanto espontáneas como
catilizadas por enzimas 
Genoma Conjunto de genes de un organismo dado 
Genómica Estudio del genoma de un organismo 
Ionoma Contenido de metales libres en una célula 
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La metodología analítica para el análisis bioinorgánico ha evolucionado, sin duda, 
gracias al desarrollo instrumental para el análisis elemental y molecular de las especies, y
a sus acoplamientos con técnicas de separación que cada vez son más variadas y 
resolutivas. A pesar de ello, no se debe dejar de prestar atención a una etapa clave en
cualquier metodología analítica, la preparación de muestra. Esta etapa suele ser la gran 
olvidada y sin embargo, de su correcta ejecución depende en gran medida el éxito del 
análisis planteado. En el caso del análisis bioinorgánico, las técnicas aplicadas en la
preparación de muestra han sido adoptadas de la bioquímica o de disciplinas como la
proteómica. El factor diferenciador que se introduce en la bioinorgánica es la presencia
de un hetero-átomo, como puede ser un metal o metaloide, el cual se encuentra
interaccionando con una biomolécula de manera más o menos intensa y que será el 
objeto del análisis. Preservar esta unión condicionará todos y cada uno de los pasos en la
preparación de muestra y más allá, en el posterior análisis. 
A.4.1. Preparación de muestra 
El análisis del contenido total de un metal en muestras biológicas no suele 
presentar grandes dificultades dada la gran sensibilidad de las técnicas de las que hoy en 
día se dispone para el análisis elemental (por ejemplo ICP-MS) y los depurados métodos 
de digestión y mineralización que ponen en disolución el metal de interés y eliminan la 
matriz de la muestra de una manera eficaz. Sin embargo, trabajar con matrices biológicas 
puede acarrear ciertos inconvenientes como la heterogeneidad propia de los sistemas 
biológicos o la reducida cantidad de muestra de la que se dispone. En ocasiones la 
compleja preparación de la muestra también puede conducir a una baja reproducibilidad. 
La preparación de la muestra para estudiar el contenido total de un metal en 
fracciones celulares o de fluidos biológicos, conlleva etapas de fraccionamiento que 
pueden llevarse a cabo mediante procesos como la ultracentrifugación y/o la
ultrafiltración. Cada muestra precisa de un cuidadoso estudio sobre las distintas 
velocidades de centrifugación o el tamaño de los filtros de corte a emplear, así como de 
las sucesivas etapas de lavado que nos permiten recuperar cuantitativamente y de
manera reproducible las especies de interés. 
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Introducción
Por el contrario, cuando se quieren analizar las especies que forma un metal o 
metaloide con las distintas biomoléculas presentes en la muestra, aparecen dificultades
adicionales como: 
•	 La escasa concentración del metal 
•	 Las posibles biotransformaciones de las especies debido a un tratamiento de
muestra demasiado agresivo, al almacenamiento a temperaturas o tiempos 
demasiado elevados, o a la interacción con moléculas presentes en las 
distintas etapas del proceso analítico. 
•	 La ruptura de la unión metal-biomolécula, tanto en los distintos tratamientos de
la muestra, como en el análisis por distintas técnicas analíticas. 
La especiación precisa de una separación previa, por lo que la concentración del 
metal a detectar en cada especie es notablemente más baja. Además, la detección de las 
especies separadas puede que no sea igual de sensible debido al medio en el que se 
encuentran tras la separación. Otros problemas de sensibilidad derivan del uso de más 
de una dimensión en las separaciones y purificaciones de las especies de interés, o del 
empleo de técnicas estructurales de espectrometría de masas que tienen una 
sensibilidad muy inferior a las técnicas elementales. Por ello, es necesario en muchas 
ocasiones el empleo de técnicas de preconcentración, así como el acoplamiento en línea, 
no sólo de las técnicas de separación y detección, sino también de las distintas
dimensiones empleadas en la separación. Entre las distintas maneras de preconcentrar la
muestra cabe destacar la evaporación, la liofilización o la ultrafiltración. También se
puede recurrir a preconcentraciones en línea como la preconcentración en cabeza de
columna, también llamada focalización, muy recomendable para preservar la especie a
analizar y minimizar las pérdidas derivadas de la excesiva manipulación de la muestra. 
Como consecuencia de la necesaria etapa de preconcentración, el contenido
salino de las muestras también puede aumentar y suele ser incompatible con muchas de
las técnicas de ionización empleadas en la elucidación estructural, tales como ESI o
MALDI. Por ello es frecuente el empleo de una etapa de desalado de la muestra. 
Habitualmente existen varios métodos para desalar este tipo de muestras, como son la 
diálisis, la ultrafiltración o los cartuchos con fase estacionaria. 
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Introducción
El tamaño del poro de las bolsas de diálisis o el tamaño de corte de los filtros para
ultrafiltración limitan en gran medida el empleo de estas dos técnicas en el análisis de 
biomoléculas de bajo peso molecular (por debajo de 3500 Da). Por el contrario, la
ultrafiltración puede aplicarse para la limpieza de muestras con biomoléculas de alto peso 
molecular que puedan interferir en el posterior análisis. Los cartuchos de fase inversa son
muy adecuados para purificar y preconcentrar biomoléculas de bajo peso molecular como 
péptidos o proteínas pequeñas. Al igual que en el caso de los métodos de
fraccionamiento, es necesario el estudio individualizado de cada muestra para evaluar 
posibles pérdidas por interacción irreversible de la biomolécula con la fase estacionaria. A 
pequeña escala estas fases estacionarias pueden ser incorporadas a puntas de 
micropipeta (ZipTip) para desalar pequeñas cantidades de muestras que posteriormente 
serán analizadas por técnicas que precisen poco volumen de muestra como aquellas 
basadas en fuentes de ionización de MALDI o de nanoESI. 
El análisis de las especies que forma el metal en el entorno biológico requiere
precauciones encaminadas a preservar las bio-especies formadas. Con el fin de evitar
transformaciones de especies y alcanzar el máximo rendimento en el proceso de
extracción, cada muestra biológica debe ser estudiada en profundidad156. Algunos 
factores a tener en cuenta para extraer especies de muestras como tejidos, fluidos, 
fracciones celulares, etc, son, trabajar a baja temperatura, en un medio a pH y contenido 
salino similar al del medio biológico que las contenía y procurando utilizar inhibidores de
proteasas para evitar su acción en el caso de que el procedimiento de extracción pueda
conducir a la liberación de estas enzimas. Además su inmediato análisis suele ser
recomendable ya que su almacenamiento, aun en condiciones de –80ºC, puede provocar
transformaciones, agregaciones o denaturalizaciones de las especies de interés. En caso
contrario, es preciso comprobar la estabilidad de las especies mediante estudios 
destinados al efecto en distintas condiciones de tiempo y temperatura. 
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Introducción
A.4.2. Técnicas instrumentales híbridas para el análisis de especiación 
bioinorgánico 
Desde hace décadas, las herramientas analíticas disponibles para estudios de 
bioinorgánica han permitido cuantificar metales, medir cinéticas de reacción, separar, 
aislar y caracterizar especies de interés, etc. Particularmente para el análisis de Pt en 
muestras biológicas, se han empleado técnicas como la voltamperometría de
adsorción/redisolución (AV)157, resonancia magnética nuclear (NMR)26, difracción de 
Rayos-X141, dicroísmo circular (CD)56, espectroscopía de absorción (AAS)34 y emisión
atómica (AES)48, activación neutrónica (NAA)158 y otras técnicas espectroscópicas159. El 
inconveniente de la mayoría de estas técnicas es la necesidad de tener muestras muy 
puras y/o en grandes cantidades (habitualmente del orden de mg), por lo que únicamente 
pueden ser aplicadas a las especies mayoritarias presentes en las muestras biológicas y 
tras un importante proceso de purificación160. Además, la dificultad para acoplar en línea
las técnicas de separación y detección, supone un gran inconveniente metodológico que
impide la consecución de análisis rápidos, sencillos y sin pérdida de analito. Sin embargo,
en multitud de ocasiones el mayor interés de la investigación bioinorgánica se centra en
la especiación de biomoléculas minoritarias englobadas en muestras biológicas 
complejas, requiriéndose técnicas capaces de purificar y detectar trazas o ultratrazas de
estas especies en matrices de alta dificultad.  
Las recientes mejoras instrumentales en técnicas atómicas, moleculares, y de
separación, han permitido abordar este tipo de análisis y han constituido sin duda, el 
punto de inflexión que ha hecho que la Química Analítica se convierta en protagonista del 
avance en el conocimiento de este campo. Concretamente, los avances en técnicas 
electroforéticas y cromatográficas para la purificación y aislamiento de bio-especies a
microescala, así como el aumento de la sensibilidad de los detectores elementales 
selectivos (ICP-MS), han constituido una revolución en los estudios bioinorgánicos161 . 
También cabe destacar el empleo de técnicas de separación de alta resolución que 
tradicionalmente han sido usadas en la purificación de proteínas como es la 2D SDS­
PAGE, y que en estudios de bioinorgánica son de extraordinaria utilidad desde que se
dispone de técnicas capaces de extraer información de estos geles electroforéticos. Por
último cabe destacar el empleo en análisis bioinorgánico de técnicas moleculares de
espectrometría de masas como ESI-MS o MALDI-MS, capaces de aportar información
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estructural162 con el fin de la identificación final de las especies. No se debe olvidar que el 
acoplamiento entre las mencionadas técnicas de separación y detección, es la clave de 
su extraordinario potencial para la aplicación a la especiación bioinorgánica. La Figura 20
muestra las principales técnicas híbridas empleadas en este tipo de estudios. 
En el Anexo I se muestran las referencias bibliográficas más relevantes 
relacionadas con los fármacos cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, especificando el tipo
de muestra estudiado y la técnica instrumental empleada para llevar a cabo el análisis 
bioinorgánico. 
A.4.2.1. Técnicas de separación 
En esta sección se describen brevemente las técnicas de separación más 
empleadas en el análisis de especiación bioinorgánico. Se prestará especial atención a 
las características que hacen que estas técnicas sean adecuadas para el análisis de
muestras biológicas y se discutirá su idoneidad para acoplarlas a las técnicas de 
detección más usadas en este campo. 
Figura 20. Técnicas híbridas empleadas en los análisis de especiación bioinorgánica 
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Cromatografía de exclusión por tamaños 
La cromatografía de exclusión por tamaños (SEC), se basa en la separación de
los analitos de una muestra en función de su tamaño y forma. Estas dos propiedades 
condicionan el tiempo de residencia del analito en los poros de la fase estacionaria, 
existiendo habitualmente una relación directa entre el tiempo de retención y el peso
molecular del analito. Este mecanismo de separación es adecuado para macromoléculas 
como proteínas o polisacáridos, sin embargo, las moléculas pequeñas con una relación 
carga/masa elevada pueden sufrir el efecto de mecanismos secundarios de retención
tales como intercambio iónico o adsorción. 
Debido a la escasa resolución que suelen presentar estas separaciones, es más 
adecuado referirse a ellas como procesos de fraccionamiento en vez de procesos 
cromatográficos. El empleo de esta técnica de separación tiene las siguientes ventajas: 
•	 Alta tolerancia de matrices biológicas de elevada complejidad 
•	 Flujos y fases móviles compatibles con un gran número de técnicas atómicas y 
moleculares para su acoplamiento en línea 
•	 Posibilidad de evitar el uso de tampones salinos 
•	 Se puede emplear para acondicionar la muestra mediante procesos de 
desalado o cambio de tampón 
•	 Simplifica la matriz de la muestra eliminando especies o contaminantes de alto 
y bajo peso molecular 
•	 Aplicable a proteínas lábiles 
Su aplicación a muestras biológicas y en concreto a muestras de carácter
bioinorgánico, ha sido extensamente documentada. De esta manera, compuestos 
orgánicos con Se163 o As164 entre otros, han sido separados con esta técnica. Entre sus 
limitaciones se puede citar la baja resolución53, la dilución de la muestra durante su
proceso de fraccionamiento, la participación de mecanismos secundarios de separación o 
las posibles pérdidas de analitos de la muestra. 
Cada una de las fracciones recogidas de una columna SEC puede contener miles 
de compuestos si se trata de muestras biológicas de elevada complejidad. Por ello,
suelen ser necesarias otras técnicas cromatográficas de carácter ortogonal que
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complementen la separación165. Por sus características suele ser empleada como primera
dimensión de un proceso cromatográfico multidimensional. 
Cromatografía de intercambio iónico
La cromatografía de intercambio iónico (IEC), separa los analitos de la muestra de
acuerdo con su carga. Se basa en el equilibrio de los iones de la muestra entre la fase
móvil y los sitios fijos cargados de la fase estacionaria. En las columnas de intercambio 
aniónico los grupos con carga positiva están unidos covalentemente a la fase 
estacionaria y los aniones de la muestra son atraídos hacia ellos. En el caso de
intercambio catiónico son los cationes de la muestra los que interaccionan con los sitios 
de carga negativa presentes en la fase estacionaria. Los parámetros más críticos para
optimizar la separación son el pH y la fuerza iónica. Su aplicación a muestras de carácter 
bioinorgánico ha sido llevada a cabo con éxito en diferentes muestras, como por ejemplo 
para separar metalotioneinas166 e incluso isoformas de la transferrina del suero
sanguíneo167, lo cual muestra su notable capacidad de resolución. Entre las ventajas que
presenta esta técnica cabe destacar las siguientes: 
•	 Capacidad de separación de muestras complejas 
•	 Alta resolución 
•	 Buena aplicabilidad a proteínas y péptidos 
•	 Puede utilizarse para simplificar la matriz de la muestra por eliminación de 
especies o contaminantes cargados 
•	 Permite concentrar la muestra en cabeza de columna mediante el empleo de
fases móviles con muy baja fuerza iónica 
La necesidad de emplear fuertes condiciones ácidas, básicas o salinas para eluir 
los analitos en un tiempo razonable, es uno de los inconvenientes de esta técnica. El 
acoplamiento con ICP-MS presenta serios inconvenientes debido a la posible obturación
del nebulizador o de los conos, así como a la supresión de la señal por el aporte
continuado de concentraciones salinas elevadas. Sin embargo, el empleo de bajas 
concentraciones salinas o de sales de elevada volatilidad como acetato amónico, 
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permiten llevar a cabo dicho acoplamiento con las pertinentes precauciones de control del
descenso de la sensibilidad. 
En un diseño experimental de separación multidimensional, la cromatografia de
intercambio aniónico suele ocupar etapas intermedias debido a su buena resolución y a la
capacidad para concentrar la muestra. 
Cromatografía de fase inversa 
La cromatografía de fase inversa (RPC), separa las moléculas de la muestra en
función de la hidrofobicidad de las mismas. Tradicionalmente la fase estacionaria se 
compone de partículas de sílice que tienen unidos covalentemente hidrocarburos de
cadena variable (C4 - C18) que aportan hidrofobicidad a la fase. También existen fases 
estacionarias basadas en polímeros apolares que no aportan una selectividad muy 
diferente a las fases basadas en sílice pero que permiten trabajar a un pH comprendido
entre 2 y 11. Por lo tanto, por encima de pH 7,5 las únicas fases estacionarias inversas
que se pueden emplear son las basadas en polímeros. Además, estas fases poliméricas 
pueden lavarse con bases fuertes, lo que constituye una gran ventaja cuando se trabaja
con péptidos o proteínas que pueden ligarse muy fuertemente a la fase estacionaria
hidrofóbica. La elución gradual de los analitos retenidos en la fase estacionaria se
consigue mediante la disminución de la polaridad de la fase móvil empleando para ello
disolventes orgánicos como metanol o acetonitrilo. A continuación se citan algunas de las 
propiedades que hacen de la RPC una técnica adecuada para la separación de muestras 
biológicas: 
•	 Excelente resolución, lo que la convierte en la técnica ideal para separar 
especies con diferencias estructurales mínimas como los péptidos obtenidos 
tras digestión enzimática 
•	 Muy adecuada para la concentración y el desalado de péptidos 
•	 Puede utilizarse para simplificar la matriz de la muestra por eliminación de
especies o contaminantes hidrofóbicos 
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Su aplicación a la separación de proteínas puede presentar más problemas que 
su uso para el análisis de péptidos. Las proteínas interaccionan de manera más intensa 
con la fase estacionaria y su elución con eluyentes muy fuertes puede no ser compatible
con la estabilidad de la proteína y con el mantenimiento de sus funciones biológicas. Aún
así, existen proteínas susceptibles de ser separadas mediante RPC. Por ejemplo, 
proteínas de bajo peso molecular como las MTs han demostrado ser aptas para este tipo
de separaciones168. De los disolventes orgánicos utilizados en este tipo de cromatografía, 
el isopropanol y el acetonitrilo son los más recomendados para eluir proteínas, el primero 
de ellos por su capacidad de preservar estructuras. Por último, cabe destacar que para
aplicar la RPC a la separación y/o purificación de proteínas es aconsejable el uso de 
rellenos con tamaño de poro grande (típicamente 300 Å) para favorecer la transferencia
de masa y evitar pérdidas de proteínas por unión de éstas a la fase estacionaria. 
Su complementariedad con SEC y IEC hacen de esta técnica una firme candidata
a formar parte de separaciones multidimensionales. Además, debido a los componentes 
que se suelen emplear en las fases móviles para eluir los analitos, la RPC en su versión
capilar, es muy adecuada para acoplarla a técnicas de espectrometría de masas como
ESI-MS. Su acoplamiento en línea con ICP-MS debe hacerse también con columnas 
capilares, ya que la cantidad de disolvente orgánico que es capaz tolerar el plasma es 
muy pequeña. La utilización de columnas de diámetros normales acopladas a ICP-MS 
también puede contemplarse siempre y cuando el equipo disponga de elementos como 
conos de Pt, corriente adicional de oxígeno, unidad de desolvatación o sistema de 
enfriamiento de la cámara de espray169 . 
Cromatografía de afinidad 
La cromatografía de afinidad (AC) se fundamenta en la interacción bio-específica
de analitos de la muestra por un ligando anclado covalentemente al soporte de la fase
estacionaria. Esta especifidad o afinidad, procede de una complementariedad a escala
molecular en la que participan fuerzas de enlace débiles de tipo van der Waals, enlace de 
hidrógeno, hidrofobicidad o interacciones iónicas. Las moléculas que han quedado
retenidas en la columna debido a su afinidad por la fase estacionaria se liberan mediante 
un cambio del medio eluyente que debilite las interacciones analito-ligando. De esta
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manera, una variación de pH para cambiar el estado de ionización de las biomoléculas, 
un cambio en la fuerza iónica, en la polaridad del eluyente o en la temperatura, son las 
formas más habituales de conseguir eluir el analito retenido. También se puede conseguir
eluir el analito retenido desplazándolo con una biomolécula que compita por el ligando de 
la fase estacionaria o añadiendo un ligando libre de mayor afinidad por el analito que el 
ligando anclado. Entre las ventajas que presenta la AC se pueden citar las siguientes: 
•	 Técnica de purificación que puede ofrecer purezas superiores al 95% en una
sola etapa 
•	 No suele necesitar gradientes de elución, siendo la instrumentación necesaria
muy sencilla 
•	 Excelente eliminación de contaminantes específicos o purificación de 
biomoléculas concretas 
•	 Capacidad de separación de proteínas recombinates marcadas 
•	 Protocolos de separación muy sencillos. 
La dificultad de esta cromatografía radica en encontrar una interacción específica 
analito-ligando, de tal manera que dicha interacción sea lo suficientemente fuerte como
para evitar pérdidas en la etapa de introducción de la muestra, y por otra parte se consiga
su total desplazamiento durante la etapa de elución. Se han llevado aplicaciones en el 
campo de la metalómica empleando AC-ICP-MS, como es el caso de Hinojosa Reyes et 
al., que realizaron especiación de Se en suero humano170 . 
Electroforesis en gel 
La electroforesis en gel ha sido utilizada durante muchos años para separar
muestras complejas con biomoléculas de elevado peso molecular tales como proteínas o
ácidos nucléicos171. Las separaciones se llevan a cabo sobre una capa delgada y plana, o
placa, de un gel semisólido y poroso que contiene un tampón acuoso en el interior de sus 
poros. Las separaciones electroforéticas en gel pueden ser mono- o bi-dimensionales, y 
se basan en principios tan distintos como el tamaño de la proteína o su punto isoeléctrico. 
Para su aplicación a la proteómica, y por tanto a la metaloproteómica, las técnicas más
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empleadas son la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS­
PAGE), la electroforesis por isoelectroenfoque (IEF) y la inmunoelectroforesis. Estas 
técnicas electroforéticas permiten separar biomoléculas de alto peso molecular con una 
alta resolución y a una escala micropreparativa. Combinando dos de estas separaciones 
electroforéticas en una técnica bidimensional se pueden resolver cientos de proteínas en 
un solo análisis. 
El análisis mediante SDS-PAGE viene precedido por un tratamiento de muestra
que desnaturaliza las proteínas y las confiere una relación carga/masa uniforme. En 
primer lugar se rompen los puentes disulfuro con ditiotreitol (DTT) o β-mercaptoetanol 
(BME). Posteriormente, se emplea un detergente aniónico como el SDS para
desnatunalizar las proteínas y dotarlas de una carga negativa proporcional a su masa. 
Todas las proteínas tratadas se convierten en estructuras abiertas y sin plegamientos con 
una relación carga/masa similar. La aplicación del campo eléctrico propio del proceso
electroforético hará que las proteínas migren únicamente en función de su tamaño,
avanzando más lentamente las proteínas de mayor tamaño debido a la mayor resistencia 
a la migración ofrecida por la matriz del gel de poliacrilamida. De esta manera, se 
consigue una separación muy reproducible y de alta resolución no dependiente de los 
plegamientos moleculares propios de cada proteína, pudiéndose calibrar la separación
mediante patrones protéicos de distinto peso molecular. 
En muchas ocasiones, la SDS-PAGE no es suficiente para resolver proteínas con
pesos moleculares muy cercanos. En muestras complejas tales como tejidos, se pueden 
encontrar muchas proteínas con velocidades de elución similares que no pueden ser
resueltas con esta técnica electroforética. Por ello, es necesario emplear separaciones 
ortogonales que mejoren la resolución electroforética. La técnica más empleada como
dimensión electroforética complementaria a la SDS-PAGE es el IEF. Mediante tiras de gel 
en las que se ha inmobilizado un gradiente de pH, se consiguen separar las proteínas en
función de su punto isoeléctrico. Son escasos los trabajos de metalómica donde se hayan
empleado separaciones electroforéticas bidimensionales del tipo SDS-PAGE x IEF172,173. 
Menos habitual aún es el empleo de una segunda dimensión basada en
inmunoelectroforesis174 . 
El empleo de agentes desnaturalizantes o que producen la ruptura de los puentes 
disulfuro, pueden afectar a las interacciones metal:proteína. Por ello, para su aplicación a 
metaloproteómica, se debe estudiar la estabilidad del enlace metal:proteína en cada 
67
 
                                                                                                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción
caso. La separación de proteínas que incorporan algún tipo de hetero-átomo puede
llevarse a cabo sin dificultades con los protocolos existentes, siempre y cuando la unión 
sea de tipo covalente. Las aductos con enlaces no covalentes pueden requerir
condiciones no desnaturalizantes ya que la presencia de SDS o los campos eléctricos 
aplicados pueden romper el enlace metal:biomolécula. Una alternativa menos agresiva 
con la muestra es la electroforesis en gel de las especies nativas, que mantiene intacta la
estructura de las proteínas pero alcanza resoluciones mucho más pobres. Una solución
de compromiso o intermedia es la que se plantea en ciertos trabajos donde se usan
cantidades de SDS tan pequeñas que se trabaja en condiciones no
desnaturalizantes172,175. 
Algunas de las ventajas de las que goza esta técnica separativa para el empleo en
estudios bioinorgánicos son las siguientes: 
•	 Alta resolución de muestras biológicas muy complejas 
•	 Técnica semipreparativa que permite extraer o digerir las proteínas separadas 
de interés con el objeto de su identificación final mediante otras técnicas 
•	 Posibilidad de usar la variante con proteínas nativas que preserva las uniones 
metal:proteína existentes en la muestra 
Por el contrario, se pueden destacar ciertas desventajas claras como la
complejidad del análisis, particularmente en la versión de doble dimensión, la 
imposibilidad de acoplamiento en línea con técnicas de detección o la agresividad del 
tratamiento de muestra que pone en peligro la unión metal:proteína. 
Electroforesis capilar 
La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separación que se basa en la
diferente movilidad de especies cargadas y neutras en un medio electroforético contenido 
en un capilar al que se aplica un campo eléctrico. Entre sus múltiples campos de 
aplicación se encuentra la especiación bioinorgánica desde hace muchos años176, si bien
hoy en día presenta aún mayor interés gracias a su cada vez más perfeccionado 
acoplamiento a detectores basados en la espectrometría de masas177 . 
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La versatilidad de esta técnica se pone de manifiesto en las distintas modalidades 
de CE que se han desarrollado en función de los compuestos a separar, como por
ejemplo la electroforesis capilar en zona (CZE), la cromatografía electrocinética micelar
(MECC), la electroforesis de isoelectroenfoque (IEF), la isotacoforesis (ITP) o la
eletroforesis capilar en gel (CGE). De las citadas modalidades, la CZE es la más
ampliamente utilizada en bioinorgánica debido a su versatilidad, simplicidad y 
compatibilidad con detectores de masas tales como ICP-MS178 o ESI-MS177 . 
Las principales ventajas de esta técnica derivan de la elevada relación superficie / 
volumen de los capilares empleados en CE, que permite una eficiente disipación del calor
generado al aplicar el campo eléctrico. De este modo, se pueden aplicar potenciales de
hasta 30 kV, lo que conlleva cortos tiempos de análisis y una excelente eficacia de
separación (hasta un millón de platos teóricos). La ausencia de fase estacionaria reduce
las pérdidas de analito durante la separación y ayuda a mantener la integridad de las 
especies separadas, y además la CE es capaz de separar en un solo análisis especies 
neutras y cargadas177 . Por último cabe destacar la baja cantidad de muestra que se 
requiere para hacer una separación electroforética. Entre 5 y 50 nL son valores típicos 
empleados en CE. Este minúsculo volumen supone una ventaja debido a que se precisa
de poca muestra para llevar a cabo un análisis. En comparación con la electroforesis en
gel convencional, la CE puede ser fácilmente automatizada y acoplada a detectores 
varios para la realización de análisis cuantitativos y cualitativos. 
Las ventajas hasta ahora enumeradas hacen albergar grandes espectativas en
esta técnica de separación para su aplicación a la especiación bioinorgánica. Sin 
embargo, existen otras características de esta técnica que limitan su empleo. Tal es el 
caso de la sensibilidad, que es de especial interés en muestras biológicas, y que se ve
afectada en gran medida por el reducido volumen de muestra analizada y el bajo caudal 
al que se trabaja. El uso combinado de la CE con detectores de elevada sensibilidad y las 
mejoras experimentadas en los últimos años en las interfases que intervienen en estos 
acoplamientos, se vislumbran como soluciones para este problema. Otras desventajas
son la falta de reproducibilidad en los tiempos de migración, también debido a la pequeña
cantidad de muestra analizada, la posible inestabilidad de las especies analizadas como
consecuencia de la interacción con los tampones y aditivos, y la pérdida de analito en las 
paredes del capilar179 . 
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A.4.2.2. Técnicas de detección 
Técnicas elementales (ICP-MS) 
El empleo del ICP-MS como detector selectivo elemental ha supuesto una 
revolución en diversos campos, entre ellos en la especiación bioinorgánica. Su carácter 
multi-elemental y su elevada sensibilidad, son las características más destacables de 
este detector de masas180. La introducción de la muestra puede hacerse por nebulización
directa en el caso de que sea líquida, por ablación láser (LA) sobre una muestra sólida o 
acoplando técnicas de separación tales como GC, LC, SFC o CE. La detección selectiva
multi-elemental permite distinguir entre especies de distintos elementos no resueltas 
completamente por las técnicas cromatográficas o electroforéticas. Dado que el objeto de 
este apartado no es la descripción minuciosa de la técnica y sus fundamentos, se remite
al lector a un excelente libro de texto181 que profundiza en el tema. 
Algunas de las desventajas de esta técnica son la presencia de interferencias en 
la monitorización de ciertos isótopos, la incompatibilidad del plasma con ciertas fases 
móviles empleadas en las separaciones cromatográficas o el alto costo del instrumento y 
de su mantenimiento. 
Los nuevos desarrollos instrumentales tratan de solucionar estos problemas y
aportan nuevas prestaciones para aplicaciones de extremada complejidad como la 
especiación bioinorgánica. La tecnología de celda de colisión/reacción, es una solución
para minimizar las interferencias poliatómicas182,183 en instrumentos con analizador
cuadrupolar (Q-ICP-MS). Los instrumentos con analizador de alta resolución de doble 
enfoque (DF-ICP-MS), solucionan en gran medida los problemas de interferencias 
poliatómicas, isobáricas y de iones doblemente cargados, mediante la medida exacta de 
la masa. La posibilidad de monitorizar libres de interferencias, isótopos de elementos 
característicos de biomoléculas como S184 o P185, tiene un enorme interés en aplicaciones
metalómicas tales como la cuantificación de proteínas. Además estos instrumentos
mejoran ostensiblemente la sensibilidad de la detección y por ello son adecuados para su
empleo en aplicaciones donde se requiera la medida de ultratrazas o en acoplamientos
con separación previa donde la sensibilidad del método se vea comprometida, tal es el 
caso de la CE-ICP-MS186. El sistema multicolector en DF-ICP-MS incrementa aún más la 
sensibilidad de la técnica y aporta una gran ventaja para análisis de especiación ya que 
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Introducción
es la única configuración no secuencial y, por tanto, detecta continuamente el eluyente de 
las separaciones cromatográficas o electroforéticas acopladas. En este sentido el Q-ICP­
MS resulta en ocasiones demasiado lento si se pretende medir simultáneamente un gran
número de isótopos, pudiéndose perder parte de los picos procedentes de la técnica de 
separación. Una alternativa de reciente comercialización es el TOF-ICP-MS, que es un
instrumento secuencial de mucha mayor rapidez que un Q-ICP-MS y que además 
presenta una excelente resolución. 
El desarrollo de interfases eficaces para el acoplamiento del ICP-MS a técnicas de
separación, es sin duda una de las características más atractivas de esta técnica. A 
continuación se detallan brevemente los acoplamientos más empleados en metalómica 
entre técnicas de separación e ICP-MS. 
HPLC-ICP-MS 
Sin lugar a dudas, el acoplamiento HPLC-ICP-MS es la técnica híbrida más 
empleada en el estudio de aductos metal:biomolécula y en general en la especiación 
bioinorgánica. El fácil acoplamiento entre ambas técnicas es uno de sus atractivos. Los 
nebulizadores empleados en ICP-MS son compatibles con los flujos que habitualmente 
se emplean en HPLC convencional. 
Sus principales inconvenientes están relacionados con la incompatibilidad de la
técnica con el uso de ciertas fases móviles comúnmente empleadas en separaciones por 
cromatografía de líquidos. Tal es el caso de fases móviles con alto contenido en sales o
en disolventes orgánicos. El acoplamiento SEC-ICP-MS resulta más adecuado que el 
IEC-ICP-MS debido al menor contenido salino que habitualmente tienen las fases 
móviles, si bien ambas son empleadas ampliamente en la bibliografía. El ICP-MS admite 
concentraciones salinas de hasta 50 mM sin peligro de colapso del plasma u obturación
de los conos y/o nebulizador. El empleo de sales de alta volatilidad como el acetato 
amónico permite elevar las concentraciones salinas hasta al menos 400 mM. 
La introducción continuada de elevadas cantidades de disolventes orgánicos 
afecta de forma negativa a la sensibilidad del equipo e incluso puede llegar a provocar la
extinción del plasma. En el acoplamiento RPC-ICP-MS se emplean altas concentraciones 
de disolventes orgánicos para eluir los analitos. Las soluciones a este problema suponen 
el uso de sistemas de enfriamiento de la cámara de spray o desolvatadores de 
membrana para reducir la cantidad de vapor del disolvente que alcanza el plasma. 
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Además es necesario el empleo de una corriente adicional de oxígeno así como conos de 
Pt. La cromatografía capilar (flujos entorno a 4 µL min-1) o nano (flujos entorno a 200 nL
min-1), se presentan como alternativa en separaciones ricas en fases orgánicas ya que 
permiten la introducción directa de hasta un 100% de disolvente orgánico sin el empleo 
de corriente adicional de oxígeno o enfriamiento de la cámara de spray187. Sin embargo
también en estos casos existe una importante pérdida de sensibilidad en función del 
porcentaje de modificador orgánico empleado y por lo tanto en separaciones con
gradientes se requiere la calibración individualizada de la respuesta188. Además, la
cromatografía capilar y nano presentan otras ventajas en sus diferentes variantes189 , 
como el reducido volumen de muestra que precisa, característica ésta de extraordinario 
interés para analizar muestras de biopsias humanas, digeridos de geles bidimensionales,
compartimentos de células individuales, etc. Por otra parte, ofrece una excelente
resolución y sensibilidad manteniendo la posibilidad de acoplamientos cromatográficos
multidimensionales. 
Montes-Bayón et al. 190 presentan un interesante trabajo donde se recogen las 
aplicaciones más importantes sobre especiación elemental realizadas con la técnica
híbrida HPLC-ICP-MS en muestras de carácter biológico, clínico o medioambiental. 
CE-ICP-MS
La inmensa mayoría de las aplicaciones exitosas del acoplamiento CE-ICP-MS se 
han basado en la interfase desarrollada por Schaumlöffel et al. 191, aunque otras interfases 
viables también han sido publicadas192,193. La citada interfase ha solucionado tres
problemas fundamentales que aparecen cuando se acopla CE con ICP-MS: 
•	 La introducción eficiente de un flujo nano al ICP-MS mediante un 
micronebulizador y una cámara de spray con un bajo volumen muerto 
•	 El cierre del circuito eléctrico mediante la inserción de un electrodo 
•	 La prevención del flujo laminar mediante la optimización de la dinámica de
fluidos 
Las ventajas propias de la CE, tales como tiempos de análisis cortos o alta
capacidad de separación, se unen a las que derivan del uso del ICP-MS como detector, 
resultando una técnica sensible y selectiva. No suponen un problema los tampones y los 
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modificadores orgánicos utilizados en la CE ya que llegan al plasma en cantidades de nL 
o µL y por lo tanto no afectan a la estabilidad del plasma194 . 
La estabilidad de las especies de la muestra puede verse comprometida por 
condiciones erróneas en la CE, a saber, electrolitos complejantes o pH inadecuado195 . 
También son usuales las variaciones en los tiempos de migración debido a interacciones 
con el capilar e incluso a la fuerza iónica de los tampones. La monitorización de
demasiados isótopos cuando se emplea un analizador secuencial tipo cuadrupolo hace 
que puedan perderse picos electroforéticos por la rápida migración. Por ello, y por la falta 
de sensibilidad en ciertas aplicaciones con muestras reales, el acoplamiento CE-DF-ICP­
MS191 es notablemente ventajoso. 
Diversos trabajos publicados en los últimos años sobre la especiación de Se196 , 
As197, Hg198 o metales presentes en MTs 199,200, ponen de manifiesto la potencialidad de la
CE acoplada con ICP-MS para su aplicación en especiación bioinorgánica. Incluso se 
encuentran en la bibliografía aplicaciones relacionadas con la separación y detección de
especies de Pt mediante CE-ICP-MS73,175,201. 
Técnicas estructurales (ESI-MS y MALDI-TOF) 
Las técnicas atómicas miden la señal que genera un átomo o un ion elemental. La
identificación de las especies que contienen estos átomos se basa en la disponibilidad de 
patrones que permitan calibrar mediante tiempos de retención o migración, el tiempo que 
tardan en llegar los analitos a la fuente de ionización. En los análisis de especiación
bioinorgánica es imposible en la mayoría de las ocasiones la identificación de las 
especies de interés mediante el citado método. Por ello, surge la necesidad de técnicas
que ofrezcan señales características de las especies y no de los elementos, es decir, se
precisa de técnicas que aporten información estructural. 
ESI y MALDI son sistemas de ionización de los denominados “blandos”.
Preservan la estructura de las biomoléculas y cuidan los enlaces metal-biomolécula
objeto de los estudios de metalómica, por lo que son las fuentes de ionización más 
empleadas202. La Tabla 2 muestra las principales características de estas fuentes de
ionización. Los analizadores de masas asociados pueden ser de distinto tipo en función
de las necesidades específicas de cada laboratorio. De esta manera, son comunes los 
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instrumentos MALDI-TOF, MALDI-TOF-TOF, ESI-IT, ESI-Q-IT, ESI-Q-TOF, ESI-FT-ICR o 
ESI-IT-FT-ICR. La determinación del peso molecular de las biomoléculas o fragmentos de
éstas, así como la huella natural que supone su perfil isotópico, son herramientas de
inestimable ayuda en la elucidación de la naturaleza de las especies de interés203 . 
Tabla 2 Principales características de las fuentes de ionización MALDI y ESI 
MALDI ESI 
Generación discreta de iones Generación continua de iones 
Produce iones con carga +1 Genera iones con carga múltiple 
Relativamente tolerante con el medio Poco tolerante con el medio 
Cristalización heterogénea Ionización homogénea 
Respuesta no cuantificable Respuesta cuantificable
Señal dependiente de la masa depositada y
de su superficie 
Señal dependiente de la concentración 
MALDI-TOF es una técnica de amplio uso en proteómica. Las razones de su 
aplicación en especiación bioinorgánica son su fácil manejo así como la suave ionización
que provoca y que preserva en gran medida las uniones metal-biomolécula objeto de
estudio. Posee un amplio rango de masas y una elevada resolución para moléculas de
peso molecular bajo o medio donde se pueden englobar aminoácidos, péptidos y multitud 
de biomoléculas. La presencia de sales o detergentes en la muestra depositada en la 
placa MALDI puede provocar la supresión de la ionización, por lo que se suelen emplear 
micro-columnas (ZipTip) para el desalado de la muestra. Los instrumentos MALDI-TOF­
TOF incorporan un sistema de fragmentación entre los dos analizadores de tiempo de 
vuelo y por lo tanto son muy adecuados para llevar a cabo secuenciaciones peptídicas de
manera rápida y eficaz. 
Las técnicas basadas en ESI producen una suave ionización de la muestra, por lo
que son ampliamente utilizadas en proteómica funcional así como en la determinación de 
interacciones no covalentes como aquellas que tienen lugar entre metales o metaloides
con biomoléculas tales como aminoácidos, proteínas, péptidos o carbohidratos. Uno de
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los incovenientes de esta técnica es la poca tolerancia a sales poco volátiles o agentes 
solubilizantes tales como detergentes, que usualmente se incorporan en la muestra con
el objeto de estabilizar la bio-especie de interés. Por lo tanto, suele ser necesaria una 
etapa de desalado que con frecuencia se aprovecha para preconcentrar la muestra, ya
que se ha de tener en cuenta que estas técnicas no disponen de una sensibilidad tan
elevada como la de ICP-MS. El desalado mediante ZipTip se puede emplear cuando se
precisa de cantidades de muestra muy pequeñas como en el caso del uso de nanoESI.
La infusión mediante nanoESI ofrece claras ventajas como la poca cantidad de muestra
requerida, la alta sensibilidad o los largos tiempos de análisis que se pueden conseguir
con unos pocos microlitros de muestra. 
Otra ventaja del ESI frente a otras técnicas de ionización suave, es el fácil 
acoplamiento con técnicas de separación. Así, son comunes hoy en día los 
acoplamientos HPLC-ESI-MS o CE-ESI-MS177. Estos acoplamientos no sólo ofrecen una
separación de las especies de la muestra, sino que también preparan la muestra antes de
ser ionizada en la fuente ESI desalándola o preconcentrándola, como es el caso de las 
cromatografías SEC o RPC. 
La combinación de ESI con analizadores TOF ofrece excelentes resoluciones 
como se ha comentado anteriormente con la técnica MALDI-TOF. Los analizadores de
trampa iónica (IT) también han sido ampliamente empleados en proteómica y 
recientemente en especiación bioinorgánica. Las nuevas generaciones de trampas
lineales (LIT) ofrecen una excelente sensibilidad junto con una resolución similar a la de 
los analizadores TOF cuando se trabaja en el modo “Zoom”. Además su capacidad para 
llevar a cabo fragmentaciones de las especies de interés mediante diversas técnicas de
fragmentación, confiere a este analizador un notable potencial para la elucidación
estructural. Por último cabe destacar el analizador de FT-ICR. Estos analizadores tienen 
una resolución en trabajo rutinario por encima de 100.000, y pueden llegar fácilmente a 
106, siendo capaces de realizar determinaciones estructurales mediante la medición de la 
masa exacta de la biomolécula. 
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Objetivos
Los fármacos antitumorales basados en Pt han sido objeto de una intensa labor
investigadora durante los últimos años. Aunque fruto de dicho empeño se ha avanzado 
en la comprensión de sus mecanismos de acción, aún son muchas las incógnitas que
permanecen e incluso otras nuevas las que se han planteado. Sin olvidar que se trata de 
una problemática multidisciplinar, el estudio de la acción tóxica y efectividad citotóxica de 
estos fármacos a través de las herramientas que hoy en día proporciona la Química
Analítica, es una de las maneras más interesantes de abordar el tema. 
Tan importante como la comprensión de la acción antitumoral de los fármacos de
Pt, es la elucidación de los mecanismos responsables de fenómenos de resistencia a los 
mismos o de los efectos secundarios que provocan, y que son, en última instancia, los 
factores que limitan su aplicación. Para su estudio, es de extremada importancia el 
conocimiento de la distribución del fármaco, así como las posibles interacciones con las 
biomoléculas con las que se encuentra en su recorrido por el organismo. No sólo es 
importante el desarrollo de herramientas que nos permitan monitorizar, cuantificar e 
identificar las especies de interés, sino que también es preciso que sean eficaces en
medios y concentraciones reales. La información extraída de estos estudios puede ser de
extraordinario interés para conocer en profundidad los mecanismos de acción de estos 
fármacos y poder así paliar su toxicidad, potenciar su efectividad o diseñar nuevos 
fármacos con mejores propiedades. Por todo ello, el objetivo principal de esta tesis 
doctoral es: 
El desarrollo de metodologías analíticas para la determinación de contenidos 
totales y especiación bioinorgánica de Pt, en muestras biológicas afectadas por la acción
de fármacos antitumorales de Pt. 
Para desarrollar este objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos 
parciales: 
• Desarrollo metodológico para el análisis total de Pt en órganos diana de ratas 
tratadas con cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, así como en sus distintas 
fracciones celulares y citosólicas, con el fin de estudiar sistemáticamente sus 
acumulaciones y distribuciones en distintos diseños terapéuticos. 
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• Evaluación de la fortaleza de enlace de las bio-especies con Pt encontradas en
las muestras biológicas utilizadas. 
• Desarrollo de la metodología analítica necesaria para abordar la separación
cromatográfica multidimensional de las bio-especies de Pt encontradas en 
órganos de ratas tratadas con fármacos antitumorales de Pt. 
• Caracterización estructural de los derivados hidrolizados del cisplatino en
medios que simulen las condiciones fisiológicas del organismo. 
• Desarrollo de la metodología analítica necesaria para abordar la
caracterización estructural de los aductos resultantes de la interacción de los 
fármacos antitumorales de Pt con biomoléculas del citosol celular como el GSH o 
la MT, y su aplicación a muestras reales. 
• Desarrollo de la metodología analítica necesaria para abordar la separación y 
caracterización estructural de los aductos resultantes de la interacción de los 
fármacos antitumorales de Pt con biomoléculas del suero sanguíneo como la Tf o 
la HSA, y su aplicación a muestras reales. 
80
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                   
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Capítulo I
C.1. Capítulo I: Caracterización del problema 
Uno de los principales problemas que se plantean en los tratamientos oncológicos 
con complejos de Pt, deriva de que la fracción del complejo que no alcanza el ADN, se
distribuye por el organismo del sujeto pudiendo desencadenar efectos secundarios 
graves como nefrotoxicidad, mielosupresión u ototoxicidad, entre otros.
Los estudios sobre la distribución de estos fármacos en el organismo, son
indispensables para abordar con éxito posteriores trabajos relacionados con los 
mecanismos de actuación y los efectos secundarios. En la bibliografía recopilada en la
Introducción, se presentan algunos trabajos de este tipo, sin embargo, hasta la fecha, se 
observa una ausencia de publicaciones basadas en experiencias sistemáticas con
poblaciones o muestras controladas, excepto en el caso de muestras sanguíneas48. Por 
el contrario, abundan los datos de Pt total determinado en distintos órganos de individuos 
con características muy diferentes, y sometidos a distintas terapias105,106,108. De la misma 
manera, existe una carencia de trabajos relacionados con el estudio de la distribución de
los fármacos a nivel celular y la localización de las fracciones más ricas en Pt. 
Por ello, el objetivo de este capítulo ha sido el estudio de la distribución y
acumulación del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, en muestras biológicas obtenidas 
de una población homogénea de ratas Wistar sometidas a tratamientos controlados. Para
cumplir este objetivo se ha desarrollado una metodología analítica sensible y reproducible
para la cuantificación de Pt total en diversos tejidos. El estudio de la distribución de los 
fármacos en los distintos órganos diana y en las fracciones celulares más significativas 
de cada órgano, han permitido localizar las fracciones biológicas de mayor interés para el 
estudio de los mecanismos de acción del fármaco. Otras metas de este capítulo son el 
desarrollo de una metodología sencilla para especiación de Pt, que sea capaz de aportar
información sobre el fármaco libre presente en las muestras y hacer una evaluación
preliminar de la robustez de la interacción fármaco:biomolécula.  
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C.1.1. Trabajo 1: Accumulation, fractionation and analysis of platinum in 
toxicologically affected tissues after cisplatin, oxaliplatin and carboplatin 
administration (J. Anal. Toxicol., 32(2) (2008) 140-146)
Los objetivos planteados en este primer capítulo se abordaron en el Trabajo 1. En
el Esquema Experimental 1, se muestran las poblaciones de ratas Wistar con las que se 
llevó a cabo el estudio, la toma y el tratamiento de muestra empleados, así como la
metodología analítica que se aplicó. 
Se administraron cada uno de los fármacos bajo estudio, cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino, a una población homogénea de ratas Wistar bajo condiciones 
experimentales controladas. Se reprodujeron ciclos de administración monodosis y 
multidosis empleados en terapias con humanos. Se determinaron los contenidos de Pt en 
cerebro, oído, hígado y riñón, y en distintas fracciones celulares y citosólicas de los tres 
últimos órganos, obtenidas mediante ultracentrifugación y ultrafiltración. La cuantificación 
del Pt directamente en las fracciones o tras mineralización de las muestras en horno
microondas, se realizó mediante ICP-MS por nebulización directa. 
Una vez localizada la fracción celular de interés por su contenido en Pt y por su 
posible relación con la toxicidad del fármaco, se estudió la forma química en la que se
encuentra el fármaco, así como la fortaleza del enlace fármaco:biomolécula. La aplicación
de una metodología analítica básica basada en SEC-ICP-MS permitió distinguir entre el 
fármaco que queda libre y el que se une a biomoléculas, demostrándose por primera vez 
la ausencia de fármaco libre en los citosoles celulares (fracción soluble) de los órganos 
analizados. 
Distintos tratamientos desnaturalizantes con SDS y/o BME, permitieron evaluar
posibles transformaciones de las bio-especies de Pt o la ruptura del enlace
fármaco:biomolécula, mediante el estudio del perfil cromatográfico. La notable robustez 
de las interacciones fármaco:biomolécula frente a los mencionados reactivos, permite
pensar en futuras experiencias donde se puedan aplicar tratamientos de muestra más 
agresivos, tales como separaciones electroforéticas o digestiones trípticas. 
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Trabajo 1 
Accumulation, fractionation and analysis of platinum in toxicologically 
affected tissues after cisplatin, oxaliplatin and carboplatin administration 
Journal of Analytical Toxicology, 32(2) (2008) 140-146. 
Este trabajo formó parte de la Comunicación Oral presentada en el congreso: 

“Jornadas de Análisis Instrumental JAI” en noviembre de 2005, Barcelona, España 

y de la Comunicación Oral presentada en el congreso: 

“Winter Conference 2007” en febrero de 2007, Taormina, Italia 
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          Capítulo II
C.2. Capítulo II: Desarrollo de metodologías analíticas para la 
especiación de Pt en muestras biológicas 
En el Capítulo I se ha podido comprobar que aquellos fármacos que más se
acumulan en un tejido no tienen por qué ser los más tóxicos, y por tanto, el estudio de las 
interacciones fármaco:biomolécula se postula como la clave para el entendimiento de sus 
mecanismos de acción. De igual modo, a la vista de los resultados obtenidos en el primer 
trabajo, queda constatada la importancia de la fracción citosólica de los tejidos 
analizados, ya que ha mostrado una gran capacidad para acumular el fármaco y porque
en ella están presentes bioligandos involucrados en procesos de bioacumulación, 
detoxificación y resistencia al tratamiento, como son la MT y el GSH. 
Otro punto de vista desde el cual abordar la problemática derivada de los 
fármacos antitumorales de Pt, es el estudio de sus interacciones con las biomoléculas
presentes en el torrente sanguíneo. Las interacciones que se producen en este fluido son 
de extremada importancia ya que la mayoría de los fármacos son de administración
intravenosa. Por lo tanto, es de gran interés el estudio de la interacción del fármaco con
proteínas de la sangre, como las proteínas del suero sanguíneo HSA, Tf o 
inmunoglobulinas. La capacidad de cada fármaco para interaccionar con las biomoléculas 
de la sangre condicionará su actividad citotóxica, su acumulación en el organismo, la 
facilidad para penetrar la membrana celular o su participación en efectos secundarios no
deseables. En la bibliografía revisada existen interesantes trabajos que estudian la 
interacción de los distintos fármacos basados en Pt con las proteínas
sanguíneas53,59,73,86,91,92. Sin embargo, aún faltan estudios que identifiquen
inequívocamente las bio-especies de Pt que se forman y que lo hagan en muestras
reales. 
Aunque la potencialidad de las técnicas analíticas actuales permite abordar dichos
estudios151, las dificultades e inconvenientes para llevarlos a cabo son evidentes, y es 
necesario el desarrollo de nuevas metodologías que salven obstáculos como la labilidad
de los aductos fármaco:biomolécula, la baja concentración de estas especies en 
muestras reales o las complejas separaciones necesarias para aislar las especies de
interés. Si bien, este camino ya se ha iniciado empleando muestras sencillas consistentes
en disoluciones de patrones proteicos y patrones de diversas biomoléculas94,130, el gran 
desafío pendiente es su aplicación a muestras reales. 
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Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capítulo es el desarrollo de
metodologías analíticas para abordar trabajos de especiación de Pt en muestras reales
tales como tejidos o suero sanguíneo. No sólo se planteará el seguimiento de las 
especies con Pt, sino el avance en métodos analíticos para la identificación de dichas 
especies que garanticen la ausencia de biotransformaciones y de rupturas totales o
parciales del enlace fármaco:biomolécula. En los trabajos que se adjuntan a continuación
se tratan diferentes aspectos de la especiación del Pt en muestras biológicas, como el 
empleo de varias dimensiones cromatográficas para la separación de las bio-especies de
Pt, la evaluación de la conveniencia de diversos métodos de preconcentración previos a
la segunda dimensión cromatográfica, el análisis de muestras incubadas en medios 
fisiológicos de alta salinidad, el seguimiento de la evolución del cisplatino y sus derivados 
reactivos en dichos medios o las distintas estrategias aplicables a la identificación de las 
bio-especies de Pt empleando técnicas estructurales de masas. 
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C.2.1. Trabajo 2: Speciation analysis of platinum antitumoral drugs in 
impacted tissues (Talanta, 72(2) (2007) 768-773)
En este segundo trabajo se ha desarrollado una metodología cromatográfica
bidimensional para la separación y preconcentración de las especies de Pt presentes en
citosoles de riñon y de oído interno de ratas tratadas con cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino (Esquema experimental 2). 
El empleo de una separación de exclusión por tamaños (SEC-ICP-MS) en la
primera dimensión del proceso cromatográfico, permitió comparar las especies de Pt
presentes en los dos órganos estudiados y para cada uno de los tres fármacos 
administrados. Los perfiles cromatográficos obtenidos monitorizando el isótopo 195Pt, 
pusieron de manifiesto notables similitudes entre los distintos fármacos y diferencias 
entre los tejidos analizados, y permitieron confirmar de nuevo, la ausencia de fármaco
libre en todas las muestras. Además, la separación de la MT por el mismo procedimiento 
y la detección multi-elemental mediante ICP-MS (monitorizando 66Zn y 114Cd), hizo 
posible localizar regiones de los perfiles cromatográficos de los citosoles donde pudiera 
estar presente dicha proteína, bien libre o bien ligada al fármaco. 
La segunda dimensión cromatográfica se realizó sobre las fracciones de interés 
obtenidas en la primera dimensión y se basó en un mecanismo de intercambio aniónico
(AE-FPLC-ICP-MS) que permitió alcanzar una mayor resolución. Se hizo necesaria una 
etapa de preconcentración de las fracciones escogidas para asegurar la sensibilidad de la 
detección en la segunda dimensión. Los métodos evaluados fueron evaporación, 
liofilización, ultrafiltración y focalización en cabeza de columna. Precisamente este último
método fue el que ofreció mejores resultados, siendo ésta la primera vez que una
focalización se aplica en trabajos de metalómica. 
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C.2.2. Trabajo 3: SEC-ICP-MS and ESI-MS as tools to study the interaction 
between cisplatin and cytosolic biomolecules (J. Anal. At. Spectrom., 22 
(2007) 1113-1121)
El estudio de la interacción del cisplatino con biomoléculas presentes en el citosol
celular, como son la MT y el GSH, fue el objeto de este tercer trabajo. Estas biomoléculas 
son de extremado interés por su relación con procesos de detoxificación y resistencia al 
fármaco. Se abordó una estrategia combinada de seguimiento por SEC-ICP-MS e
identificación mediante ESI-LIT, de los aductos de Pt formados en incubaciones in vitro
llevadas a cabo en medios, concentraciones y proporciones cercanas a las fisiológicas 
(Esquema experimental 3). Finalmente se aplicó la separación puesta a punto, a 
muestras reales de citosol de hígado, riñón y oído interno. 
Uno de los objetivos de este trabajo fue la identificación de las distintas especies 
de evolución del cisplatino en el medio citosólico. El bajo contenido salino de este medio 
permite la hidrólisis del cisplatino. Mediante SEC-ICP-MS se separaron los derivados del 
cisplatino y se identificaron mediante ESI-LIT. Los derivados identificados constataron la
existencia de cisplatino intacto y de su monoacuo complejo, así como un dímero del 
fármaco que no corresponde a la forma oligomérica descrita en la bibliografía40. También 
se demostró la ausencia del diacuo complejo en el medio de reacción, hecho que entra
en contradicción con lo postulado por ciertos autores37 . 
Los análisis mediante SEC-ICP-MS y ESI-LIT de las incubaciones del fármaco con
MT y GSH, mostraron las especies reactivas del cisplatino para ambas biomoléculas. 
Además la detección multi-elemental propia del ICP-MS permitió demostrar el 
desplazamiento del Zn presente en la MT, cuando ésta se une al fármaco. Tal 
comportamiento no fue observado para el Cd de la MT bajo las concentraciones 
ensayadas. 
Por último se aplicaron los desarrollos metodológicos al análisis de citosoles de 
órganos de ratas tratadas con cisplatino o citosoles blancos incubados in vitro con el
fármaco. La concordancia en los tiempos de retención obtenidos mediante SEC-ICP-MS 
y el aumento de la intensidad de ciertos picos al adicionar GSH en los citosoles 
preparados, permitió plantear la posible existencia de las especies anteriormente
caracterizadas en las incubaciones. 
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C.2.3. Trabajo 4: Atomic (HPLC-ICP-MS) and molecular mass spectrometry
(ESI-Q-TOF) to study cis-platin interactions with serum proteins (J. Anal. At.
Spectrom., 23 (2008) 378-384)
El último trabajo que compone este capítulo, presenta un desarrollo metodológico
para el análisis de los complejos fármaco:proteína formados en el suero sanguíneo
(Esquema experimental 4). Los objetivos de este trabajo fueron la separación e
identificación estructural de los aductos detectados. 
En primer término se procedió a la separación cromatográfica de los complejos 
fármaco:proteína mediante AE-FPLC-ICP-MS, y al estudio de su evolución con el tiempo.
Para ello se llevaron a cabo incubaciones en condiciones fisiológicas de IgG, apo-Tf y 
HSA con cisplatino en distintas concentraciones, así como incubaciones del fármaco con
suero sanguíneo humano de voluntarios sanos. La mayoría del fármaco interaccionó con
la HSA, siendo muy pequeña la proporción de cisplatino que se unió a las demás 
proteínas tanto en las incubaciones sobre patrones, como en las llevadas a cabo sobre el
suero sanguíneo. También se realizaron estudios acerca de la interacción del fármaco 
con holo-Tf, con el objeto de establecer el efecto del cisplatino sobre el Fe unido a la
proteína. La nula influencia del fármaco sobre el Fe de la Tf indica que el cisplatino no
comparte sitios de unión con este metal y permitió extrapolar los resultados obtenidos con
la apo-Tf a la Tf del suero humano, la cual se encuentra saturada en un 30% con Fe. 
La segunda parte del trabajo fue dirigida a la identificación de los aductos 
cisplatino:apo-Tf y cisplatino:HSA, tanto en incubaciones con patrones como en las 
realizadas sobre suero sanguíneo humano. Con esta finalidad se abordaron dos 
estrategias convergentes, la identificación directa de los aductos formados mediante ESI­
Q-TOF y la digestión tríptica de los mismos para la identificación de sus péptidos, 
incluidos aquellos con el fármaco ligado. Esta última opción se llevó a cabo con una 
separación previa de los péptidos mediante RP-capLC-ESI-Q-TOF, contando con la
ayuda de una detección sensible mediante RP-capLC-ICP-MS de aquellos péptidos 
portadores de Pt. Las dificultades instrumentales para analizar biomoléculas de gran peso
molecular y la resistencia a la digestión tríptica presentada por el enlace 
fármaco:proteína, hacen de la segunda estrategia la más interesante para la continuación 
de estos trabajos de metalómica. 
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C.3. Capítulo III: Otros estudios de especiación bioinorgánica de 
Pt en curso 
En multitud de ocasiones, la actividad científica brinda la posibilidad de avanzar
por diferentes caminos para alcanzar los objetivos planteados. En este capítulo se
muestran los resultados preliminares de algunos trabajos todavía en curso que plantean
metodologías analíticas alternativas o complementarias a las mostradas en los capítulos 
anteriores. La descripción de tales experiencias servirá para completar la visión general 
del trabajo llevado a cabo, así como para trazar futuras líneas de investigación. 
C.3.1. Desarrollo de metodologías analíticas mediante electroforesis en gel 
monodimensional y bidimensional para la separación de bio-especies de Pt 
C.3.1.1. Introducción 
El interés en poner a punto métodos analíticos para la separación de bio-especies
con Pt mediante electroforesis en gel, se justifica por el gran poder de resolución que 
poseen estas técnicas y por su carácter micropreparativo171. Este último aspecto,
permitirá seguir trabajando con las biomoléculas una vez separadas, empleando técnicas 
elementales y moleculares de espectrometría de masas que permitan localizar aquellas 
bio-especies que contengan Pt e identificarlas estructuralmente172,173. 
Para evaluar la aplicabilidad de esta técnica a la separación de bio-especies con
Pt, se llevaron a cabo separaciones electroforéticas monodimensionales de citosoles de
riñón y de oído interno, procedentes de ratas tratadas con cisplatino y oxaliplatino. La
detección de Pt en la banda electroforética sirvió como indicador de la existencia de bio­
especies con Pt y por tanto, del correcto funcionamiento del proceso electroforético para
dichas especies. 
También se llevaron a cabo experiencias empleando 2D-SDS-PAGE dirigidas a la
obtención de información preliminar de algunas de las muestras biológicas empleadas en 
los trabajos recogidos en esta memoria. Concretamente el trabajo realizado intentó poner 
de manifiesto diferencias de expresión proteica entre el citosol de un oído de rata control 
y de una rata tratada con cisplatino.
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Este tipo de separaciones abren la puerta a futuros trabajos como la identificación
de las proteínas expresadas diferencialmente, en lo que se podría considerar un clásico
trabajo de proteómica, o la localización de las manchas electroforéticas que contengan
Pt, para lo cual se hace necesario el empleo de LA-ICP-MS174 como técnica de detección. 
C.3.1.2. Materiales y métodos 
Electroforesis monodimensional 
La preparación de la muestra se llevó a cabo a través de dos estrategias distintas 
con el fin de solucionar los problemas de sensibilidad del método (Esquema experimental
de ensayos de electroforesis en gel).
Estrategia 1. Las muestras empleadas fueron citosoles de cóclea y riñón de rata
tratada con 32 mg m-2 de cisplatino y sacrificada a los 3 días. La preparación del citosol
se llevó a cabo como se describe en el Trabajo 1. El citosol de cada una de las muestras 
fue tratado con Tris-HCl 62,5 mM (pH 6,8), glicerol (10%), SDS (2%), BME (5%) y una
mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se calentó a 100 ºC durante 5 min y se
sonicó durante 15 min a 4 ºC. Posteriormente se centrifugó y se recogió el sobrenadante.
El buffer de carga empleado fue Tris-HCl 1,5 M (pH 6,8), SDS (12%), glicerol (87%) y 
azul de bromofenol. La cantidad de proteína cargada en los pocillos electroforéticos para
las muestra de riñón y cóclea, fue de unos 40 y 25 µg de proteína, respectivamente. El
sistema electroforético empleado fue un Mini-Protean II (Bio-Rad). 
Estrategia 2. La muestra empleada en este caso fue un citosol de riñón de rata 
tratada con 80 mg m-2 de oxaliplatino y sacrificada al tercer día. Con el fin de enriquecer
la muestra en bio-especies con Pt, se aislaron distintas fracciones abundantes en Pt
mediante una separación cromatográfica bidimensional como la descrita en el Trabajo 2.
Para ello, se recogieron fracciones de 1 mL a la salida de la columna SEC (Superdex 75 
10/300 GL), y se cuantificó el Pt total y el contenido proteico de cada una de ellas. La 
fracción número 15 fue elegida por su alta concentración de Pt y bajo contenido proteico
para ser separada en segunda dimensión mediante AE-FPLC-ICP-MS. Para ello, la 
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primera dimensión cromatográfica se repitió 7 veces en las mismas condiciones, 
recogiendo en todas ellas la fracción 15. El conjunto de estas fracciones se diluyó con el 
mismo volumen de agua y se focalizó en la cabeza de la columna aniónica empleada en 
la segunda dimensión cromatográfica (Mono Q H/R 5/5). Con el fin de evitar problemas 
de saturación de la columna empleada en la segunda dimensión, se llevaron a cabo tres
procesos cromatográficos para focalizar las siete fracciones recogidas en la primera 
dimensión. De todas las fracciones de 1 mL recogidas en la segunda dimensión, la
fracción 17 fue elegida para ser separada en 1D-SDS-PAGE por su elevada relación
Pt/proteína. Se juntaron las tres fracciones 17 correspondientes a los tres procesos 
cromatográficos de intercambio aniónico y se liofilizaron con el fin de preconcentrar la 
muestra lo más posible antes de su separación electroforética. Posteriormente, se
reconstituyó el liofilizado en unos 60 µL de agua y se sometió la muestra al mismo
tratamiento electroforético descrito en la Estrategia 1 para el citosol celular. La muestra
cargada contenía alrededor de 15 µg de proteína. 
El gel electroforético empleado fue de poliacrilamida al 16.5%, con una relación
acrilamida:bisacrilamida de 15,5:1, y empleando tris-tricina en el tampón del cátodo para
conseguir una mayor retención de proteínas de muy bajo peso molecular (hasta 4 KDa).
La elección de este tipo de gel, que posee un intenso entrecruzamiento, se fundamentó
en la observación previa en los cromatogramas SEC-ICP-MS, de una notable cantidad de
bio-especies de Pt comprendidas entre 6 y 12 KDa.  
El procedimiento llevado a cabo para determinar el contenido total de Pt en las 
distintas bandas electroforéticas fue la digestión de porciones de gel según lo descrito en 
el Trabajo 1. Se cortaron las tiras electroforéticas en 9 porciones espaciadas según las 
manchas obtenidas para los indicadores de pesos moleculares empleados (9 patrones 
entre 4 y 250 KDa). El análisis final mediante ICP-MS por nebulización directa del 
digerido se llevó a cabo tal y como se describe en el Trabajo 1. Una metodología analítica
más sensible y adecuada para localizar la región del gel electroforético donde se 
encuentran las biomoléculas con Pt, consiste en el empleo de LA-ICP-MS. 
Desgraciadamente nuestro laboratorio aún no dispone de esta técnica. 
La determinación del contenido total de proteína en las distintas muestras y 
fracciones analizadas se llevó a cabo empleando el método Bradford, midiendo la señal 
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obtenida a 595 nm con un espectrofotómetro UV/Vis y usando BSA como proteína de
calibración.
Electroforesis bidimensional 
Las muestras sometidas a la separación electroforética bidimensional fueron
citosoles de riñones de rata control y de rata tratada con 32 mg m-2 de cisplatino, 
sacrificadas a los 3 días de la administración (Esquema experimental de electroforesis en
gel). La preparación del citosol se llevó a cabo como se describe en el Trabajo 1. A 
continuación, se precipitaron las proteínas de la muestra con acetona con el objeto de 
purificar y/o preconcentrar la muestra. Tras la cuantificación de la cantidad de proteína 
presente en la muestra mediante el método Bradford, se cargaron 100 µg de proteína
disueltos en un tampón de carga compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, Tris-
HCl 50 mM, pH 8.8, IPG buffer 3-11 0.5% (anfolitos) y DTT 50 mM. La dimensión de 
isoelectroenfoque (IEF) se llevó a cabo con tiras IPG (18 cm, pH no lineal entre 3 y 11). 
La segunda dimensión SDS-PAGE se realizó con un gel de acrilamida del 12,5% y con 
una relación acrilamida:bisacrilamida de 30:0,8. 
C.3.1.3. Resultados y discusión 
Electroforesis monodimensional. Estrategia 1: 1D-SDS-PAGE de citosoles de riñón y 
cóclea 
El análisis del contenido total de Pt en las porciones de gel procedentes de la
Estrategia 1, mostró una clara concordancia con los perfiles cromatográficos obtenidos 
por SEC-ICP-MS para citosoles tratados con agentes desnaturalizantes (Trabajo 1)
exceptuando leves desplazamientos probablemente debidos a mecanismos de retención
cromatográficos secundarios. El citosol de riñón presentó un pico cromatográfico
predominante superior a 12,4 KDa (Figura 21 a), lo cual coincide en gran medida con el 
contenido de Pt medido en la fracción de gel correspondiente a 34 KDa (Figura 21 b). Por
otro lado, el perfil cromatográfico de Pt del citosol de oído interno (Figura 22 a) muestra  
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Figura 21. Separación de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de riñón de una rata
tratada con 32 mg /m2 de cisplatino y sacrificada tres días después de la administración. a)
Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando 195Pt. b) Contenido de Pt determinado mediante ICP­
MS en diferentes porciones de gel electroforético 1D-SDS-PAGE. Pesos moleculares de los 
marcadores de calibración de la columna cromatográfica: (1) 70 KDa, (2) 66 KDa, (3) 29 KDa, (4)
12.4 KDa, (5) 6.5 KDa y (6) 3 KDa. 
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Figura 22. Separación de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de oído interno de una
rata tratada con 32 mg /m2 de cisplatino y sacrificada tres días después de la administración. a) 
Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando 195Pt. b) Contenido de Pt determinado mediante ICP­
MS en diferentes porciones de gel electroforético 1D-SDS-PAGE. Pesos moleculares de los 
marcadores de calibración de la columna cromatográfica: (1) 70 KDa, (2) 66 KDa, (3) 29 KDa, (4)
12.4 KDa, (5) 6.5 KDa y (6) 3 KDa. 
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dos picos intensos entorno a 9 y 12 KDa, mientras que la fracción del gel correspondiente
a 16 KDa es la que contiene mayor cantidad de Pt (Figura 22 b). Estos resultados
muestran un paralelismo entre la cromatografía SEC y la electroforesis monodimensional, 
pudiéndose concluir a priori, que la 1D-SDS-PAGE es adecuada para la separación de
bio-especies de Pt. 
Además se comprobó que la contaminación derivada de los electrodos de Pt del 
equipo de electroforesis, no afectaba significativamente al contenido de Pt en los geles. 
Para ello, se analizaron trozos de gel considerados como blancos. 
Sin embargo, existen dos factores que muestran la necesidad de perfeccionar la 
metodología empleada. En primer lugar, es importante destacar que los niveles de Pt 
cuantificados hacen que se esté trabajando cerca de los límites de cuantificación del 
método (20 ng L-1). La cantidad de muestra que puede depositarse en un pocillo
electroforético convencional ronda los 40 µg de proteína y la cantidad de Pt asociada a
esa proteína es el factor decisivo para tener concentraciones apreciables de las bio­
especies de Pt de interés. Por ello, se planteó la Estrategia 2, donde se hizo una
separación cromatográfica bidimensional buscando las fracciones cromatográficas más 
ricas en Pt y con menor contenido proteico, para tener muestras con una elevada relación 
Pt/proteína. 
Por otro lado, se calculó la recuperación comparando el sumatorio de las 
cantidades de Pt cuantificadas en cada trozo de gel electroforético y cuantificando el Pt 
directamente en el citosol empleado en el análisis. Los resultados mostraron una buena 
recuperación para las muestras de cóclea, entorno a un 74%, pero la recuperación para
las muestras de riñón fue notablemente inferior, no alcanzándose el 10% del Pt 
depositado. Estos datos invitan a la mejora del proceso electroforético e informan de una
posible diferencia sustancial en el tipo de bio-especies de Pt de las dos muestras
analizadas. 
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Electroforesis monodimensional. Estrategia 2: 1D-SDS-PAGE de fracciones de citosol de 
riñón enriquecidas en Pt
Como se ha comentado anteriormente, la muestra preparada para la separación
electroforética, consistió en una fracción enriquecida en Pt obtenida en la segunda
dimensión cromatográfica tras sendas separaciones SEC y AE-FPLC. En cada una de las 
etapas de fraccionamiento cromatográfico (Trabajo 2) se cuantificó el contenido de
proteína y Pt con el fin de obtener fracciones con una alta relación Pt/proteína. En la
Figura 23 se muestra el perfil cromatográfico obtenido monitorizando el 195Pt por SEC­
ICP-MS (Figura 23 a), así como el contenido de Pt (Figura 23 b) y de proteína (Figura 23
c) de cada una de las fracciones recogidas. La fracción 15 de primera dimensión se
escogió por su mayor relación Pt/proteína y se sometió a la segunda dimensión
cromatográfica. El perfil cromatográfico de la separación de dicha fracción por AE-FPLC­
ICP-MS se muestra en la Figura 24, donde la fracción 17 fue escogida como la más
interesante, teniendo todas ellas un contenido proteico similar y muy bajo. 
Sometida a SDS-PAGE, la fracción 17 de la segunda dimensión cromatográfica, 
presentó la mayor concentración de Pt en el intervalo de pesos moleculares 
comprendidos entre 4 y 16 KDa. La cuantificación del contenido total de Pt en la fracción
17 y el sumatorio de lo cuantificado en cada uno de los trozos electroforéticos analizados 
mostró una recuperación de aproximadamente el 29%, muy superior a la registrada en el 
apartado anterior, donde la muestra de riñón separada electroforéticamente era 
directamente el citosol celular. Aún así, las pérdidas registradas a lo largo del proceso
fueron muy significativas y por ello se cuantificó también el Pt en la fracción 17 tras el 
tratamiento de muestra necesario para llevar a cabo la separación electroforética. Se
observó que más del 65% del Pt recogido en la fracción 17 se había perdido antes de
depositar la muestra en el pocillo electroforético. Por lo tanto, la pérdida de las bio­
especies con Pt en el proceso electroforético propiamente dicho se redujo a un 6% y fue
en la etapa de liofilización, reconstitución y desnaturalización donde se produjeron las 
mayores pérdidas. 
Estos datos indican la importancia del control de la pérdida de muestra por 
adhesión de las bio-especies a las paredes de los recipientes empleados y sugieren una
reducción de las etapas del proceso, la disminución del número de recipientes empleados 
y la pasivación de los mismos. Además, quitan importancia a posibles procesos de 
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Figura 23. Separación de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de riñón de una rata
tratada con 80 mg / m2 de oxaliplatino y sacrificada tres días después de la administración. a) 
Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando 195Pt, b) concentración de Pt y c) concentración de
proteína en cada una de las fracciones recogidas en la cromatografía SEC.
150
 
                                                                                                                   
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
          Capítulo III
CP
S 
19
5 P
t 
14000 
12000 
10000 
8000 
6000 
4000 
2000 
0 
Fracción 17 
5  10  15  20  25  30  35  40  45  50 
  
Tiempo de retención (min) 
Figura 24. Separación cromatográfica mediante AE-FPLC-ICP-MS de la fracción 15 recogida de la
cromatografía SEC empleada como primera dimensión para la separación de las bio-especies de
Pt presentes en el citosol de riñón de rata tratada con 80 mg / m2 de oxaliplatino y sacrificada tres
días después de la administración.
ruptura del enlace fármaco:biomolécula en el proceso electroforético, conclusión que ya 
había sido apuntada en el Trabajo 1, donde se demostró la estabilidad de este enlace en
condiciones desnaturalizantes. 
Siguiendo esta estrategia para separar las fracciones proteicas ricas en Pt, las 
cantidades de Pt detectadas en cada uno de las porciones de gel siguen estando 
cercanas a los límites de cuantificación del método. Para intentar mejorar este aspecto, 
se deberá recurrir a una mayor preconcentración de la muestra para poder cargar más de
los 15 µg de proteína analizada en este experimento. Además, se deberán poner en
práctica las medidas anteriormente expuestas encaminadas a la minimización de las 
pérdidas durante el procedimiento analítico. Al margen del posible empleo de LA-ICP-MS 
para la localización de las manchas electroforéticas con Pt, es de suma importancia 
desarrollar una nueva metodología más sensible para la digestión de los trozos de gel 
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electroforético. Las soluciones para alcanzar dicho objetivo pasan por reducir el volumen
de los reactores empleados para las mineralizaciones y así obtener volúmenes finales de
digestión muy pequeños, sin que ello suponga un deterioro de la reproducibilidad. 
Electroforesis bidimensional 
En la Figura 25 se comparan los geles bidimensionales teñidos resultado de la 
separación de un citosol de oído de rata blanco (Figura 25 a) y un citosol de oído 
procedente de una rata tratada con cisplatino (Figura 25 b). Las manchas electroforéticas 
señaladas han sido consideradas como diferencias de expresión entre muestras y su 
reproducibilidad ha sido constatada con sendas réplicas de ambas muestras. 
La confirmación de diferencias de expresión en las muestras analizadas invita a la 
realización de nuevas experiencias, esta vez empleando muestras de cóclea mucho más 
especializadas. Las muestras empleadas hasta el momento engloban el laberinto óseo, el 
laberinto membranoso, un pequeño fragmento de nervio auditivo y una porción ósea de la 
pared posterior de la cóclea. Sin embargo, la región afectada por la ototoxicidad del 
cisplatino se localiza en partes diferenciadas del laberinto membranoso. Para desarrollar
este estudio se debe abandonar el uso de la rata Wistar como animal de experimentación
para trabajar con ejemplares de cobaya, que poseen órganos auditivos de mayor tamaño 
de los que es posible extraer el tejido membranoso de interés. La constatación de
diferencias de expresión más notables en estas muestras más especificas, permitiría 
abordar con mayor fiabilidad los citados trabajos de identificación de las proteínas
diferenciales, así como la localización e identificación de las proteínas con Pt separadas 
electroforéticamente. 
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Figura 25. Geles electroforéticos 2D-SDS-PAGE del citosol celular de a) un oído interno control y 
b) un oído interno de una rata tratada con cisplatino.
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C.3.2. Desarrollo de metodologías analíticas para la secuenciación de 
péptidos con Pt mediante ESI-LIT 
C.3.2.1. Introducción 
La comprobación de la robustez del enlace del fármaco con las proteínas del 
suero sanguíneo ensayadas (Trabajo 4), supone un paso importante en la caracterización 
de estas interacciones. De esta manera, el estudio de los péptidos derivados de la
digestión de los aductos fármaco:biomolécula, se presenta como una alternativa
metodológica al complicado análisis estructural de las bio-especies de Pt intactas85,86. 
Como consecuencia del Trabajo 4, se han realizado estudios de secuenciación de
los péptidos seleccionados por su perfil isotópico modificado por Pt. Es importante tener
en cuenta que estos péptidos objeto de estudio son minoritarios y que por tanto, pueden 
encontrarse en concentraciones bajas en la muestra a pesar de trabajar con digeridos de
proteínas suficientemente concentradas. Por ello, son habituales leves variaciones en los 
perfiles isotópicos promediados para estos péptidos, en función de la sensibilidad puntual
del equipo y de la correcta ionización de la muestra. Estas consideraciones cobran 
especial importancia debido a que las diferencias entre los perfiles isotópicos de los 
péptidos libres y los modificados con Pt pueden no ser importantes, y leves alteraciones 
debidas a los fenómenos anteriormente expuestos pueden conducir a conclusiones 
erróneas. Por ello, se hizo necesaria la confirmación de la presencia de Pt en los péptidos 
seleccionados a través de la secuenciación peptídica. Además, la consecución de este
paso permitirá a su vez estudiar el sitio de unión y la forma química del fármaco unido al 
péptido, objetivo último de estos estudios de metalómica. 
C.3.2.2. Materiales y métodos 
Las muestras analizadas han sido digestiones trípticas de los aductos 
cisplatino:HSA y cisplatino:apo-Tf, preparadas tal y como se describe en el Trabajo 4. El 
digerido fue desalado mediante el empleo de ZipTip antes de ser analizado por nanoESI-
LIT (LTQ, Thermo Electron, Palo Alto, San José). La fragmentación de los péptidos de
interés se llevó a cabo mediante CID (Collission Induced Dissociation). 
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En primer lugar, se seleccionaron potenciales péptidos con Pt a partir de los datos 
obtenidos en el Trabajo 4. En cada una de las dos muestras se encontraron más de 20
péptidos con perfiles isotópicos similares a los teóricos calculados para péptidos 
modificados con Pt. La herramienta utilizada para el cálculo de los perfiles isotópicos 
teóricos fue el programa Isotope Pattern Calculator 4.0. 
(www.geocities.com/junhuayam/pattern.htm). 
Una vez seleccionados los péptidos de interés se procedió a su detección y 
secuenciación. Los resultados experimentales de la secuenciación de los péptidos 
fragmentados, se cotejaron con los péptidos teóricos calculados para la digestión tríptica 
de HSA y apo-Tf, mediante el software de análisis de proteínas inclido en el sitio web de 
ExPASy (www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html) con el fin de comprobar que los 
péptidos analizados no correspondían a péptidos libres de Pt propios de cada proteína.
Para ello, se buscaron las secuencias de cada proteína en las bases de datos Swiss-Prot 
y TrEMBL, y se calculó el resultado de una digestión tríptica de características similares a
la desarrollada experimentalmente. De esta manera, se simuló una digestión de las 
secuencias buscadas donde se omitieron péptidos inferiores a 1000 Da, se permitió la
existencia de péptidos que contuvieran hasta tres puntos de ruptura fallidos, se 
contempló la carbamidometilación de los grupos Cys debido al empleo de iodoacetamida 
y se posibilitó la oxidación de las Met para rendir metionin-sulfóxido. 
C.3.2.3. Resultados y discusión 
Los primeros datos de la secuenciación de péptidos con perfil isotópico similar al 
producido por péptidos modificados con Pt, han conducido a dos tipos de resultados. En
primer lugar, aquellos péptidos que dieron lugar a un buen espectro de fragmentación se
identificaron como péptidos libres de Pt presentes en la secuencia peptídica teórica de las 
proteínas analizadas (Figura 26), y por tanto, se descartó que fueran péptidos que
contuvieran Pt. 
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Figura 26. Espectro de fragmentación del cluster de iones de carga +4 a m/z 914,22-916,46 
procedente de la digestión tríptica del aducto cisplatino:HSA. Identificación del péptido precursor 
de peso 3543,81 Da.
Por otro lado, un segundo grupo de péptidos no han podido ser identificados
debido a sus pobres espectros de fragmentación. Sin embargo, precisamente estos 
péptidos son los que muestran mayores indicios de contener Pt. Los perfiles isotópicos de 
los fragmentos resultantes que poseen buena intensidad, parecen indicar la presencia de
Pt en ellos (Figura 27). Los perfiles isotópicos experimentales de fragmentos de un
péptido sospechoso de contener Pt (Figura 27 a), se asemejan al perfil isotópico
calculado para fragmentos del mismo tamaño y que contienen Pt (Figura 27 b y c). Sin
embargo, difieren bastante de aquellos perfiles calculados para fragmentos sin Pt. 
Como ya ha sucedido en el caso del análisis por ESI-FT-ICR de MT y del aducto
cisplatino:MT (Trabajo 3), parece como si la presencia de Pt en la biomolécula
entorpeciera la ionización y la fragmentación, dando lugar a espectros de baja calidad  
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Figura 27. a) Detalle del espectro de fragmentación del cluster de iones a m/z 633,71-635.04
(carga +3) procedente de la digestión tríptica del aducto cisplatino:HSA. b) Perfiles isotópicos
teóricos de fragmentos peptídicos de 600 Da con y sin Pt en su estructura. c) Perfiles isotópicos 
teóricos de fragmentos peptídicos de 1250 Da con y sin Pt en su estructura.
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difícilmente interpretables. Por ello, una opción de futuro para el análisis de estos 
péptidos puede pasar por el empleo de técnicas de última generación para la 
fragmentación de biomoléculas, como el sistema ETD (Electron Transfer Dissociation)204 . 
Este novedoso sistema obedece a mecanismos de fragmentación distintos al sistema
CID, existiendo además ciertas variables que hacen posible modular la fragmentación y 
así encontrar las condiciones experimentales más adecuadas para obtener un buen
espectro de fragmentación. Otra ventaja de este sistema es que se caracteriza por
preservar las modificaciones post-traduccionales lábiles, como pueden ser las 
interacciones metal:biomolécula, lo que la convierte en una herramienta muy interesante
para aplicaciones metalómicas de todo tipo. 
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C.4. Capítulo IV: Aplicaciones a los campos de la medicina y la 
biología molecular
Uno de los principales objetivos del trabajo presentado en esta memoria, ha sido
el desarrollo de metodologías analíticas aplicables a muestras reales. De esta manera, ha 
sido posible la realización de análisis de muestras procedentes de ensayos in vivo y que
han contribuido al entendimiento de los fenómenos que ocurren en el organismo cuando
se administran fármacos antitumorales de Pt. Para llevar a cabo tales experiencias, se 
han establecido colaboraciones con grupos de investigación del ámbito médico y 
biológico, fruto de las cuales han sido publicados los trabajos que componen este
capítulo. 
C.4.1. Trabajo 5: Cisplatin-induced hearing loss does not correlate with 
intracellular platinum concentration (Acta Oto-Laryngologica (2007))
El proyecto compartido con el grupo del Doctor Rafael Ramírez Camacho, de la 
unidad de Otorrinolaringología del Hospital Universitario Puerta de Hierro, ha consistido
en la determinación del contenido total de Pt en muestras de oído y cerebro de ratas 
Wistar sometidas a tratamientos monodosis con distintos fármacos antitumorales de Pt, 
con el fin de relacionar la acumulación de los fármacos con la pérdida de audición
experimentada por los animales. El análisis de muestras de cerebro se justifica por el
interés que suscita comparar órganos que comparten origen embrionario, con similar
riego sanguíneo y con una disposición anatómica cercana. 
En los últimos años, las investigaciones en este campo se han orientado hacia la
elucidación de los mecanismos responsables de la pérdida de audición, una vez 
superada la etapa previa de descripción de los cambios funcionales que produce el 
cisplatino en el oído205. La constatación de la existencia o ausencia de una relación entre 
persistencia del fármaco en el oído y pérdida de audición, puede indicar la prevalencia de 
mecanismos reversibles, como los relacionados con disfuncionalidades transitorias por
interferencias metabólicas del fármaco, o señalar a los daños estructurales irreversibles 
de células auditivas como responsables de la pérdida de audición6. Por ello, en el Trabajo
5 se abordó el estudio de la acumulación del cisplatino a lo largo de un periodo de tiempo 
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medio y su relación con la pérdida de audición de los ejemplares de rata Wistar
empleados. 
Para ello, se emplearon un total de 32 ratas Wistar a las que se administró una
sola dosis de 5 mg Kg-1 de cisplatino de manera intraperitoneal y siguiendo un tratamiento 
estándar con diuresis inducida, así como control de la ingesta y de posibles infecciones.
Se sacrificaron grupos de ratas a 3, 7, 30 y 90 días tras la administración, y se destinaron 
8 ejemplares sin tratar para medir el nivel basal de Pt a cada tiempo. De cada uno de los 
ejemplares sacrificados se extrajeron el cerebro y el oído interno para la determinación 
del contenido total de Pt. 
Mediante la técnica ABRs (Auditory Brainstem Responses), se comprobaron los 
umbrales de audición para los ejemplares empleados antes de someterlos al tratamiento 
e inmediatamente antes de su sacrificio. Aunque no se pudieron establecer correlaciones 
estadísticas entre los distintos tiempos post-administración, sí se constató un aumento en
el umbral de audición en todas las ratas tras ser tratadas con cisplatino. 
La medida del Pt total sobre las muestras secadas y mineralizadas en horno 
microondas, se llevó a cabo por nebulización directa en el ICP-MS. La máxima 
concentración de Pt se encontró, para ambos órganos, entorno a la primera semana tras 
la administración, siendo mucho más afín el oído a acumular el cisplatino y más propenso
el cerebro a eliminar el fármaco acumulado. No se observaron correlaciones entre las 
pérdidas de audición y la acumulación del fármaco. Esta es la primera vez que se aplica
la determinación de Pt total en oído a estudios de otorrinolaringología. 
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C.4.2. Trabajo 6: A new animal model of cisplatin ototoxicity: quantitative 
and functional results (Hearing Research (2008)) 
Otro punto de gran interés que se pretendió abordar, fue el desarrollo de un 
modelo animal para predecir la respuesta humana a la ototoxicidad inducida por el 
cisplatino. Hasta el momento los modelos animales empleados han tenido serios
inconvenientes derivados de las elevadas dosis que se administraban a los ejemlares de 
experimentación y a la aplicación de tratamientos que diferían sustancialmente de los 
empleados en humanos. Con el diseño propuesto en el Trabajo 6 se evitan serios 
inconvenientes, como la elevada mortalidad de los animales o la contribución de aquellos 
ejemplares que desarrollan resistencia al fármaco. 
Mediante la medida de la respuesta auditiva del tronco del encéfalo y la
determinación de la concentración de Pt mediante ICP-MS en el oído de ratas tratadas 
con diferentes ciclos de cisplatino, se ha establecido que la ototoxicidad inducida por el
tratamiento con este fármaco aparece en la primeras etapas tras la administración y no 
se relaciona con la acumulación del mismo en el órgano. 
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A new animal model of cisplatin ototoxicity: quantitative 
and functional results 
J.M. Verdaguer1, D. Esteban-Fernández2, J.R. García-Berrocal1, M.M. Gómez-Gómez2, M.A. Palacios 
Corvillo2, R. Ramírez-Camacho1 
1Ear Research Group, Department of Otorhinolaryngology, Hospital Universitario Puerta de Hierro, Universidad Autónoma de Madrid
and 2Department of Analytical Chemistry, Facultad de Ciencias Químicas, Universidad Complutense de Madrid, Spain.
INTRODUCTION 
For several decades, Pt-based drugs have been
effectively employed in antitumoral treatments. 
Cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum[II]) was
introduced as a chemotherapeutic drug for the 
treatment of many cancers like testicular,
ovarian, head and neck, bladder, esophageal,
and small cell lung (1), and remains a main
antineoplasic drug for the treatment of solid 
tumours. Platinum-based treatments are some of 
the most employed forms of chemotherapy, not
only in organ-preservation treatments for head
and neck cancer but also for other solid 
tumours, such as ovary, lung, brain and other. It
has revolutionized the treatment of testicular 
cancer. Cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum
(II)) was the first drug from this group to be 
employed (2) and is still a first line treatment for 
some neoplastic entities. Its main adverse 
effects are ototoxicity (irreversible hearing loss,
tinnitus and dizziness) (3,4), nephrotoxicity
(renal dysfunction) (3), bone marrow toxicity 
(anemia, neutropenia and thrombocytopenia)
(5), gastrointestinal toxicity (nausea, vomiting,
diarrhoea) (6), liver toxicity (hepatic failure) (5) 
and peripheral nervous system toxicity (motor
and sensory neuropathy) (7). Most of these 
adverse effects can be prevented and treated, but
cochlear damage is one of the most common 
reasons to discontinue chemotherapy with
platinum-based compounds (8).
Ototoxicity was found in the first clinic 
trials as a main side effect of the drug (9). 
However, its incidence and severity oscillate
between different studies (10), from 7 to 100%
(5,9,11-15) of prevalence. This uneven results 
have been explained by dose differences,
velocity of administration, dehydration of 
patients, previous history of hearing loss (16) or
genetic susceptibility (17). 
Several animal models have been
developed to predict human responses to the 
cisplatin-induced ototoxicity (18-21). Most of
these animal models were based on a high 
cisplatin dose administrated in one single
injection. But in our opinion, this is not a 
realistic approach, because in clinical practice,
cisplatin is usually administrated in smaller 
doses in consecutive cycles. Because of this 
difference our group decided to develop a new
animal model of cisplatin-induced toxicity 
characterized by its administration in cycles to 
study its accumulation in inner ear and its
functional repercussion. 
MATERIAL AND METHODS 
Animal model and design of groups 
All animal procedures were performed
according to the European Economic 
Community (EEC) Council directive 86/609.
During the experiment, the animals were
kept in individual cages, fed with 
commercial cubes and drinkable water ad 
libitum and maintained in an air-conditioned
housing room with a 12 h light–dark cycle.
A total of 48 female Wistar rats weighing
180–200 g on arrival at the housing room
were used. Animals with signs of active or 
past infection by otoscopy or Preyer’s test 
were discarded. By random selection they
were divided into six groups (8 rats in each
group) and treated as follows: 
•	 Group 1: single cisplatin dose of 2.5 mg/kg
(i.p.) injection 
•	 Group 2: two consecutive courses of 2.5 
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other 
•	 Group 3: three consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other 
•	 Group 4: four consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other 
•	 Group 5: five consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other 
•	 Group 6: untreated controls. 
In addition, all animals were daily injected 
with 10 ml of saline subcutaneously for
hydration. Animals were regularly checked for a
correct food and water ingestion. No mortality
among the rats treated with this dose was found. 
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Rats were euthanized within 24 hours after 
the final injection of their group. 
Auditory Brainstem Response
Auditory brainstem responses in SPL decibels 
were measured before each drug administration 
and before the animals were euthanized. The
ABR measurement in control rats proved to be
highly reproducible in the retest schedule, 
indicating high interest reliability. Animals were 
anesthetized with an intraperitoneal injection of 
ketamine (100 mg/Kg) and diazepam (0.1 
mg/Kg). Then, a differential active electrode
was placed subcutaneously below the test ear, a
reference electrode at the vertex, and a ground 
electrode below the contralateral ear. Ten 
microsecond tone burst stimuli (8 kHz) were
delivered monoaurally through an ear tip. One 
thousand five hundred presentations, delivered
at 10 times per second, were averaged to obtain 
a waveform. Hearing threshold was defined as
the lowest intensity of stimulation that yielded a 
reproducible waveform. 
Hearing thresholds were obtained in each
group before and after a new course of cisplatin
was injected to the animals.  
After sacrifice, both temporal bones were
removed and preserved for platinum
quantification by Quadrupole Inductively 
Coupled Plasma Mass Spectrometry (Q-ICP­
MS). Animal head was separated from the trunk
and soft tissues were removed. Cranial bone
was excised and then the whole brain was
removed. After this, a sagital section of the 
cranial base was cut and temporal bones were
resected using scissors. Tympanic bulla was
opened by resecting hypotympanic bone until
cochlear bulge was seen. Then cochlear bone 
was removed for quantification. Final ear
specimen included spiral bone of cochlea,
membranous labyrinth, a short fragment of
acoustic nerve and a small portion of posterior
bony wall of cochlea. 
Quantitative determination of platinum in
tissues
Samples were dried in a conventional oven up
to a constant weight (6 h at 55ºC and 3 h at
105ºC). After this, the samples were 
homogenized by agate mortar grinding. 
Dried samples (0.05-0.1 g) were placed in
PFA Advanced Composite Vessels and digested
in microwave oven (CEM MSP 1000, 3100
Smith Farm Road, Matthews, NC28105-5044, 
US) with 2 mL of distilled HNO3 and 0.6 mL of
H2O2. The microwave digestion program used
was: (Step 1) 1 min 250 W, (Step 2) 1 min 0 W,
(Step 3) 5 min 400 W, (Step 4) 6 min 600 W
and (Step 5) 8 min 750 W. 
The digested samples were evaporated to 
dryness in Teflon vessels. Two more 
evaporation steps were performed adding 2 mL
of aqua regia and 1 mL of HCl respectively. The 
last step remnants were diluted with HCl 0.24
mol L-1 up to 5 mL. 
A Quadrupole Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometer (ICP-MS) (Thermo X-Series
X7, England), equipped with a Meinhard
nebulizer, a Fassel torch and an Impact Bead 
Quartz spray chamber cooled by a Peltier 
system was employed for the measurement of 
Pt. This is a highly sensitive and specific 
method as it employs an external calibration
with 195Pt isotope and uses 1 µg L-1 of 191Ir as
internal standard. Pt blank level detection limit 
was 0.017 mg/Kg.
All solutions were prepared with deionized
water (Milli-Q Ultrapure water systems, 
Millipore, USA). High-purity nitric and
hydrochloric acids were obtained by the
distillation of the analytical-grade reagents in an 
acid distiller (Berghof B BSB-939IR,
Harretstasse, D-72800 Eningen, Germany).
Stock solutions of Pt (1000 mg L-1 in HCl 0.5
mol L-1, Spectrosol BDH Limited Poole, 
England) and Ir (1000 mg L-1 in HCl 8%, 
Merck, 64271 Darmstadt, Germany) were
diluted with HCl 0,24 mol L-1 to prepare 
standard solutions. Working solutions were
prepared daily and then diluted with HCl 0.24
mol L-1 to final concentration. 
Statistical analysis 
Results are expressed as mean ± SEM. The 
statistical analysis was carried out using the
Stat-View statistics program (Abacus Concepts, 
Inc., Berkeley, CA). Wilcoxon’s test and
Kruskal Wallis’ tests were used. The level of
significance chosen was p<0.05.
RESULTS 
BAER results of the different groups can be
found in Table 1. Figure 1 shows that hearing
loss is incremental until the third cycle when it
remains stable (p<0.05). Table 2 displays Pt
concentrations found in the cochlea of our
experimental subjects. 
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Table 1. Results of BAER obtained in groups of Table 2. Pt concentrations in dry tissue of
animals after the administration of different cochlea (mg/Kg ± SD) 
cisplatin cycles 
Groups BAER pre­treatment 
BAER post­
treatment p 
Control 16.06 15.45 >0.05 
1 cycle 19.06 38.13 <0.01 
2 cycles 17.14 38.21 <0.01 
3 cycles 15.36 43.57 <0.01 
4 cycles 16.79 42.50 <0.01 
5 cycles 15.83 41.52 <0.01 
DISCUSSION 
One of the main problems about ototoxicity
studies is that there is not a single standardized 
definition of ototoxicity among all researchers
(22,23). The most generally accepted definition 
has been enunciated by the American Speech­
Language-Hearing-Association (ASHA):
ototoxicity is the lessening of baseline hearing
levels in 20 dBs in any frequency or 10 dBs in
two adjacent ones after a drug administration 
(24). 
Cisplatin induced damage has an early
onset in all groups. Differences are statistically 
significant in all groups (minus control group)
between baseline BAER levels and BAER
levels after drug injection (p<0.001). Studies
from Ford and Tsukasaki and previous research 
from our group (25-27) in animal subjects mark 
the first 14-72 hours after drug injection as the
onset of ototoxicity. This can be influenced by
Pt concentration in cochlea. Studies in human
beings show no conclusive results, Fausti and
Sakamoto (28,29) display hearing losses after
first administration of the drug but other 
researchers (30) stress the importance of long
term hearing losses. These differences could be
due to different doses and administration
patterns. But there is a certain threshold that
should be reached to unchain these degenerative 
changes. If this threshold is common for all
subjects is still undetermined. Also a certain
recovery after cisplatin administration has been
proved in animal and human subjects. This
recovery could be explained by supporting cells
active role against ototoxicity. As long as 
supporting cells endure cisplatin induced 
damage, outer hair cells remain unaltered.
Groups Pt (mg/Kg) 
Control (n = 8) Not detected 
Cycle 1 (n = 8) 1.96 ± 0.35
Cycle 2 (n = 8) 1.25 ± 0.32
Cycle 3 (n = 8) 1.33 ± 0.44
Cycle 4 (n = 8) 1.09 ± 0.09
Cycle 5 (n = 8) 2.20 ± 0.05
* nd: not detected.
In our study cisplatin induced damage 
increases during first two cycles. Afterwards it
remains stable within non lethal doses. These 
results resembles those obtained in oncologic 
patients, where ototoxicity is a frequent side 
effect of cisplatin use. Most of human patients 
treated with cisplatin show a certain degree of
hearing loss. In our experiment hearing losses
only increased up to third cisplatin dose. 
A possible explanation of these results
could be that using dose and intervals that
closely resemble clinical use of the drug a 
confusion factor is removed. This confounding
factor is mortality of experimental subjects. 
Most of previous animal models used single
high cisplatin doses. These doses tend to create
a high mortality rate between experimental 
subjects. Up to our knowledge there is only
another similar to ours proposed by Minami et
al. (31). The administration of a single high
cisplatin dose could select cisplatin-resistant 
subjects invalidating the results obtained. None
of the animals used in our study died during
cisplatin administration.
Other problem that should be studied is that 
in common clinical practice cisplatin is rarely 
used as a single antineoplasic agent. Cisplatin is 
generally used in combination with other 
antineoplasic drugs. How these drugs interact
and its repercussion in hearing loss is still
largely unknown. 
Another interesting finding in our study 
was that there were no statistically significant
differences in cisplatin accumulation in cochlea 
in all groups after cisplatin administration 
(Table 2). Traditionally has been assumed that
cisplatin ototoxicity was caused by cisplatin 
accumulation in the nucleus of outer hair cells
affection their DNA (32). But this mechanism 
alone can not explain the results obtained in our 
study. 
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Figure 1. Hearing loss increase during cisplatin administration
CONCLUSIONS 
The animal model presented in our study is a 
valid model to study cisplatin induced­
ototoxicity mechanisms and their treatment. The 
main advantage of this model over previous
ones are two: First, the lessening of mortality in
experimental subjects and second, this model
that resembles more closely habitual clinical use
of the drug allowing to extrapolate their results 
to human beings. 
Cisplatin induced-ototoxicity appears at
early stages after drug injection. Its intensity
increases up to a plateau level where stays 
stable within non lethal doses. 
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C.4.3. Trabajo 7: Pharmacological inhibitors of extracellular signal-regulated 
protein kinases attenuate the apoptotic action of cisplatin in human myeloid 
leukemia cells via glutathione-independent reduction in intracellular drug 
accumulation (Biochim. Biophys. Acta, 1743 (2005) 269-279) 
Este trabajo es fruto de la colaboración con el Profesor Patricio Aller Tresguerres,
perteneciente al Centro de Investigaciones Biológicas (CIB) del Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas (CSIC). La labor desempeñada en este caso fue la 
determinación del Pt total en el interior celular y del Pt unido al ADN mediante FIA-ICP­
MS con el fin de estudiar la apoptosis inducida por el cisplatino en la línea celular
leucémica promonocítica humana U-937. 
Concretamente se estudió el efecto de la inhibición de las proteínas quinasas
reguladas por señales extracelulares (ERKs) sobre la apoptosis inducida por el cisplatino.
Las ERKs pertenecen a una familia de quinasas ricas en serina y treonina que se 
denominan proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), y que juegan un papel 
importante en la regulación de la apoptosis celular. El empleo de inhibidores de las ERK 
parece proteger a la célula de la toxicidad del fármaco reduciendo la apoptosis en
algunos tipos celulares, como es el caso de la línea celular empleada en este estudio. 
De esta manera, en el Trabajo 7 se abordó el estudio de la influencia de los 
inhibidores PD98059 y U0126 de la ruta MEK/ERK, sobre la acción tóxica del cisplatino y 
su relación con procesos de oxidación intracelular, platinación del ADN, evolución de los 
niveles intracelulares de GSH206 y Pt, o activación de las proteínas quinasas C (PKC) en
células U937. Igualmente se trataron de evidenciar paralelismos con otros fármacos
antitumorales como el As2O3 207 y la respuesta en otras líneas celulares. 
En primer lugar se determinaron las concentraciones de cisplatino y los tiempos 
de exposición necesarios para observar un grado significativo de apoptosis celular en
ausencia de necrosis. Se determinó como tiempo idóneo de exposición 3 h y una
concentración de cisplatino de 75 µM. Se determinaron los niveles de fosforilación de las 
ERKs como medida de su activación, mediante inmunotransferencia (immunoblot o
Western blot), observándose una activación de dichas quinasas en presencia de
cisplatino y un aumentó paralelo de la apoptosis. Una tendencia contraria en todos estos 
parámetros se constató al emplear inhibidores PD98059 y U0126 de las ERK, indicando
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que estos inhibidores provocan una disminución de la apoptosis celular inducida por el
cisplatino. 
Aunque en todas las líneas celulares ensayadas el cisplatino produce la 
fosforilación de las ERK y sus inhibidores reducen la fosforilación, no en todas ellas se 
modula la apoptosis mediante el empleo de inhibidores de las ERKs. De manera 
semejante, se demostró que los inhibidores de las ERK no previenen la apoptosis 
inducida por otros fármacos antitumorales, que sin embargo si activan las ERK. Todo ello 
indica que la respuesta es dependiente tanto del modelo celular, como del fármaco 
empleado. Asimismo, la aplicación de inhibidores de PKC permitió deducir que esta
proteína quinasa no interviene en la activación de las ERKs ni en la generación de
apoptosis por acción del cisplatino. 
Como etapa final de esta publicación se evaluó el efecto de los inhibidores de las 
ERKs sobre dos indicadores de la acción citotóxica del cisplatino, la platinación del ADN y 
la oxidación intracelular. Ambos indicadores crecen en presencia de cisplatino, sugiriendo
su posible implicación en la toxicidad inducida por el fármaco. El empleo del inhibidor
U0126 provoca un descenso en la cantidad de ADN platinado, así como en la cantidad de
peróxidos intracelulares. Por el contrario, el empleo de agentes antioxidantes no reduce
la fosforilación de las ERKs, lo que sugiere que los inhibidores de las ERKs ejercen su 
acción protectora en algún estadio por encima del disparo del estrés oxidativo. La
medición del contenido intracelular de Pt mediante FIA-ICP-MS, permitió observar un
descenso en el mismo en presencia de inhibidores de las ERKs. De esta manera, parece 
que el proceso de atenuación de la toxicidad del cisplatino por la inhibición de las ERKs 
se lleva a cabo mediante el descenso de la acumulación intracelular del fármaco, en la 
línea celular estudiada. Se hicieron pruebas para relacionar estos hechos con el 
contenido intracelular de GSH, tripeptido que interviene en la detoxificación del fármaco 
por extrusión de la célula. A pesar de esta propiedad, el GSH no se mostró como un 
factor implicado en la regulación de la citotoxicidad del cisplatino por inhibidores de las
ERKs. 
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Trabajo 7 
Pharmacological inhibitors of extracellular signal-regulated protein 
kinases attenuate the apoptotic action of cisplatin in human myeloid 
leukemia cells via glutathione-independent reduction in intracellular 
drug accumulation, 
Biochim. Biophys. Acta, 1743 (2005) 269-279. 
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              Discusión Integradora
En esta sección se presenta una discusión global de los resultados obtenidos 
dividida en tres apartados. Los dos primeros se han dedicado a la exposición de las 
aportaciones al desarrollo de nuevas metodologías analíticas y a la comprensión de los 
mecanismos de actuación de los fármacos de Pt, respectivamente. En el tercer apartado
se discuten ciertas ideas o propuestas para la puesta en marcha de futuros trabajos de
investigación a la vista de los resultados obtenidos. 
Se pueden citar dos características fundamentales de la labor investigadora
llevada a cabo. Por un lado, es importante destacar el carácter multidisciplinar de las 
investigaciones realizadas. Las colaboraciones con diversos grupos de investigación
relacionados con el estudio de fármacos antitumorales de Pt, han dado lugar a
publicaciones en áreas tan diferentes como la Química Analítica, la Otorrinolaringología o
la Biología Celular. 
Otra característica importante del trabajo realizado, y objetivo fundamental desde
sus comienzos, ha sido la aplicación de la metodología analítica desarrollada a muestras 
reales. En la mayoría de las ocasiones, para la puesta a punto de las metodologías
analíticas, se han empleado incubaciones de los fármacos antitumorales de Pt con 
patrones de las biomoléculas de interés. En todos los trabajos publicados se ha 
procurado hacer una aplicación final a muestras reales o a simulaciones lo más fieles 
posibles de las mismas, ya que el avance en este sentido, aunque complejo, supone un 
salto cualitativo en el desarrollo de herramientas analíticas para su empleo en
metalómica. 
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D.1. Aportaciones fundamentales al desarrollo de metodología 
analítica 
En este apartado se presenta la metodología analítica desarrollada, o en vía de
desarrollo, para la determinación del contenido total de Pt y la especiación de los aductos 
fármaco:biomolécula presentes en tejidos, fluidos biológicos y cultivos celulares de
organismos sometidos a tratamientos antitumorales con cisplatino, carboplatino u
oxaliplatino. 
D.1.1. Metodología analítica para la determinación del contenido de Pt en 
tejidos y en fracciones celulares por ICP-MS 
La metodología empleada para la determinación del contenido de Pt en muestras 
biológicas procedentes de terapias con fármacos antitumorales de Pt, se ha basado en
una mineralización en horno microondas con HNO3 concentrado y H2O2. El método 
desarrollado ofreció una excelente reproducibilidad y exactitud (Trabajo 1), objetivo 
fundamental que se persiguió en la puesta a punto de esta metodología. El empleo de Ir 
como patrón interno en la cuantificación del Pt por calibración externa, permitió analizar
ciertas muestras por nebulización directa en el ICP-MS sin necesidad de mineralización 
previa y con una adecuada corrección del efecto matriz de las muestras. Tal es el caso 
de los citosoles celulares y de sus subfracciones obtenidas por ultrafiltración. De esta 
manera, se pudieron determinar concentraciones totales de Pt en tejidos o fracciones 
celulares, paso previo imprescindible para abordar posteriores desarrollos analíticos. 
D.1.2. Técnicas de fraccionamiento celular y citosólico 
Las técnicas de ultracentrifugación y ultrafiltración, fueron empleadas para la
obtención de las distintas fracciones celulares (nuclear, mitocondrial y citosólica) y 
subfracciones citosólicas (MW > 100 KDa, entre 50 y 100 KDa, entre 3 y 50 KDa, y < 3 
KDa), respectivamente. Se probaron diferentes tiempos y velocidades de centrifugación, 
así como distintas etapas de lavado para asegurar la recuperación cuantitativa del Pt
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presente en cada una de las fracciones de la muestra. El análisis del contenido total de Pt 
en cada una de las fracciones obtenidas, se realizó mediante ICP-MS. 
Los residuos procedentes de las distintas etapas de ultracentrifugación, así como
los filtros de corte y las fracciones retenidas en los mismos, fueron sometidas a una etapa 
de lavado con la solución extractante (Trabajo 1). 
La idoneidad de los procesos de lavado diseñados se comprobó aplicando nuevas
etapas de lavado y comprobando la ausencia de cantidades significativas de Pt en los 
sobrenandantes y filtrados. 
D.1.3. Acoplamiento SEC-ICP-MS para la separación de bio-especies con Pt 
formadas en experimentos in vitro o in vivo. Primera dimensión
cromatográfica (1D).
La elección de la cromatografía de exclusión por tamaños (SEC) como primera 
dimensión de separación se debe a su buena tolerancia a matrices de alta complejidad y 
a que, aunque no posee una buena resolución, es adecuada para la simplificación de la
muestra, eliminando posibles interferentes de alto y/o bajo peso molecular. 
El procedimiento empleado para la preparación de los citosoles empleados en el
desarrollo metodológico, ha sido determinante para la correcta aplicación de esta primera 
dimensión. No se debe olvidar la extrema complejidad de muchas de las muestras 
analizadas, y por ello se ha prestado especial atención a la preparación del extracto 
celular soluble o citosol156. La ultracentrifugación a 15000 g del homogeneizado del tejido
en presencia de la solución extractante (10 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, pH 7.4), es 
necesaria para obtener muestras citosólicas limpias de membranas celulares, núcleos y
ciertos orgánulos. No menos importante es empleo de un cóctel de inhibidores de
proteasas para prevenir las transformaciones de las bio-especies de Pt, o la utilización de 
filtros de nylon de 0,22 µM para eliminar los pequeños orgánulos o partículas que no se
han podido decantar con la centrifugación. Además, es importante realizar este filtrado en 
el mismo momento de la inyección cromatográfica, ya que de otra forma se producirían
agregados de las proteínas presentes en la muestra que darían problemas de
sobrepresión en la columna y de pérdida de especies platinadas de interés. 
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La conservación a -20 ºC de los citosoles así preparados ha mostrado la ausencia
de transformaciones de las especies platinadas presentes en la muestra y se han podido
reproducir los perfiles cromatográficos tras semanas de almacenamiento (datos no
publicados). Sin embargo, tanto el proceso de congelación, como el paso del tiempo, han
conducido a una pérdida no selectiva de las especies platinadas, presumiblemente por el 
aumento de la mencionada agregación proteica y por la retención en el filtro previo a la
columna cromatográfica de los agregados formados. Además, los análisis realizados en
estas condiciones condujeron a depósitos en la cabeza de la columna y por tanto, 
redujeron notablemente la vida útil de ésta. Por ello, todos las separaciones 
cromatográficas se llevaron a cabo inmediatamente después de la preparación del 
extracto citosólico. 
En función de los objetivos perseguidos se emplearon distintos tipos de columnas
SEC. En los Trabajos 1 y 2 se abordó la separación de las bio-especies con Pt presentes
en citosoles de tejidos de ratas tratadas con fármacos antitumorales de Pt. Por ello, se
empleó una columna Superdex 75 10/300 GL, con un amplio rango de separación de 3 a 
70 KDa. Sin embargo, en el Trabajo 3 sólo fueron objeto de estudio las especies 
fármaco:GSH y fármaco:MT, por lo que se eligió una columna BioBasic SEC 60 con
rango de separación entre 0,1 y 6 KDa. En ambos casos la detección de la señal de Pt se
realizó mediante ICP-MS acoplado en línea a la columna cromatográfica, empleándose 
como fase móvil: 10 mM Tris-HCl pH 7,4 con 25 mM NaCl. 
La revisión bibliográfica realizada no ha mostrado la existencia de publicaciones 
donde se aplicara la cromatografía SEC a la separación de bio-especies con Pt 
procedentes de tejidos. Gracias a la cuidada preparación de la muestra, en los Trabajos 
1, 2 y 3, se presentan por primera vez separaciones de este tipo aplicadas a bio-especies 
de Pt formadas in vitro e in vivo. 
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D.1.4. Preconcentración de las bio-especies de Pt contenidas en las 
fracciones SEC de 1D para su separación mediante AE-FPLC-ICP-MS. 
Segunda dimensión cromatográfica (2D).
En muestras reales, los bajos contenidos de Pt hacen que sea de vital importancia
trabajar con muestras suficientemente concentradas, máxime cuando se van a emplear 
diferentes dimensiones cromatográficas que van a diluir la muestra. Por ello, la aplicación
de una nueva dimensión sobre las fracciones recogidas en 1D, está inevitablemente 
acompañada de la evaluación de diferentes métodos de preconcentración que garanticen
la suficiente concentración de las bio-especies de Pt, así como la integridad de las 
especies a separar. Los métodos de preconcentración desarrollados y evaluados en el 
Trabajo 2 han sido: 
• Evaporación con corriente de nitrógeno 
• Liofilización
• Ultrafiltración 
• Preconcentración en cabeza de la columna cromatográfica o focalización. 
Los cromatogramas adquiridos en segunda dimensión tras la preconcentración de 
la muestra (Trabajo 2), se llevaron a cabo con una columna de intercambio aniónico para 
proteínas (Mono-Q H/R 5/5) acoplada a un sistema de detección elemental ICP-MS
(Trabajo 2, Figura 4). Los estudios de focalización demostraron que una fase móvil A,
compuesta por Tris-HCl 4 mM a pH 7,4 (con una fuerza iónica muy baja), es suficiente
para retener en cabeza de columna las especies aniónicas de interés, que suponen la 
mayoría de las especies platinadas presentes en la muestra. Para la elución de las bio­
especies de Pt focalizadas se aplicó un gradiente de fuerza iónica como el que se 
muestra en el Trabajo 2, siendo la fase móvil B: Tris-HCl 4 mM + acetato amónico 400
mM a pH 7,4. La baja concentración de Tris-HCl y el empleo de una sal de alta volatilidad
como el acetato amónico, ha permitido realizar largas series de análisis sin una pérdida
significativa en la sensibilidad del ICP-MS. Además, las especies minoritarias que no
pudieron ser focalizadas por su carácter catiónico o neutro, pudieron ser recogidas como 
una fracción previa al comienzo del análisis, con el objeto de poder preconcentrarlas y
separarlas más adelante empleando otro mecanismo de separación cromatográfico. 
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La sensibilidad y resolución obtenidas con la focalización en cabeza de columna,
mejoró las obtenidas con las demás técnicas de preconcentración. La focalización posee
la ventaja reducir considerablemente la manipulación de la muestra, así como la de ser
un método de preconcentración muy rápido una vez obtenidas las fracciones en la 
primera dimensión cromatográfica. Además, minimiza los procesos de degradación de la
muestra, transformación de especies o agregación de las proteínas, características estas 
muy importantes sobre todo en matrices complicadas como los citosoles celulares. 
Las biomoléculas en general y las proteínas en particular tienen tendencia a fijarse
en las paredes de los contenedores con suma facilidad, afectando este factor de manera 
determinante a las especies fármaco:biomolécula de interés. La pérdida de analito por
este efecto ha podido observarse con claridad en los experimentos de preconcentración 
llevados a cabo para los análisis electreforéticos ensayados en el Capítulo III (C.3.1.3). 
En el caso concreto de la focalización no es necesario el empleo de ningún recipiente
para preconcentrar la fracción SEC, una ventaja más que explica la mayor sensibilidad de 
esta opción. Por último, cabe destacar la simplicidad instrumental de la focalización, no
requiriéndose equipos adicionales a los estrictamente necesarios para llevar a cabo la 
cromatografía de líquidos. Los demás procedimientos precisan de evaporadores, 
liofilizadores o centrifugas para su ejecución, y consumen gases o material como filtros 
de corte. 
La puesta a punto de esta metodología bidimensional es un importante paso para
la purificación mediante técnicas cromatográficas de las bio-especies de Pt procedentes 
de muestras biológicas complejas. Además, la compatibilidad del intercambio aniónico
con una tercera dimensión cromatográfica constituida por fase inversa, hace aún más 
interesante esta aportación. 
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D.1.5. Caracterización estructural de las especies intactas 
fármaco:biomolécula en medios de incubación fisiológicos, suero
sanguíneo y citosoles celulares, mediante técnicas estructurales de 
espectrometría de masas 
Preparación de la muestra para la caracterización estructural 
Los experimentos in vitro llevados a cabo para estudiar la interacción de los
fármacos antitumorales de Pt con las biomoléculas del organismo, han de ser realizados
en medios similares a los fisiológicos136,137 con el fin de obtener resultados que se 
correspondan con la realidad. Por ello, ha sido habitual el empleo de medios acuosos de
alta salinidad que, sin embargo, son incompatibles con las técnicas estructurales de
masas. 
Para salvar este obstáculo, se ha recurrido a diversos procedimientos de desalado
que incluyen diálisis, ultrafiltración o cartuchos de fase inversa. De todos ellos, la diálisis 
ha sido la que peores resultados ha ofrecido, y por ello ninguna publicación de las aquí 
presentadas emplea dicha técnica. En el Trabajo 3, referente al estudio de la interacción
del cisplatino con la MT, las muestras fueron desaladas con cartuchos de C18, mientras 
que en el Trabajo 4, los aductos platinados de apo-Tf y HSA fueron desalados con filtros 
de corte de 50 KDa. En este último caso, los filtros de corte sirvieron además para
eliminar el fármaco libre sobrante de las incubaciones, que podría interferir en las 
posteriores digestiones trípticas y conducir a conclusiones erróneas en los análisis 
estructurales. 
Ambos procedimientos de desalado dieron lugar a recuperaciones muy 
satisfactorias de las bio-especies platinadas, siendo despreciables las pérdidas de las 
biomoléculas ensayadas por retenciones irreversibles sobre los filtros de corte o sobre las 
fases estacionarias de los cartuchos C18 empleados. Concretamente en el caso del 
empleo de fases estacionarias apolares para la preconcentración de biomoléculas de alto
peso molecular, es extremadamente importante la comprobación de este tipo de 
interacciones irreversibles, ya que pueden conducir a una importante pérdida de muestra.
El empleo de pequeñas cantidades de fase estacionaria incluidas en puntas de 
micropipetas, los llamados comercialmente ZipTip, es una solución a pequeña escala
especialmente indicada para péptidos y que es de extraordinario interés cuando se
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realizan análisis a pequeña escala, como los llevados a cabo con fuentes de ionización
nanoESI (Capítulo III, C.3.2.2.) o en el caso de placas de MALDI. 
Además, estos dos procedimientos han permitido preconcentrar la muestra, 
circunstancia de gran interés ya que las técnicas instrumentales empleadas para la 
elucidación estructural tienen una sensibilidad mucho menor que la técnica elemental
ICP-MS empleada para el seguimiento de las bio-especies con Pt. Gracias a esta 
característica de los procedimientos de desalado, se ha podido desarrollar una 
metodología capaz de llevar a cabo análisis en medios salinos similares a los fisiológicos,
empleando concentraciones de fármaco muy inferiores a las empleadas por otros autores 
y cercanas a las que se encuentran en muestras reales. 
Si bien existe un equilibrio entre las ventajas e inconvenientes que presentan
ambos procedimientos de desalado, el empleo de cartuchos de fase inversa destaca por
su capacidad para emplear eluyentes compatibles directamente con las fuentes de
ionización de las técnicas estructurales. 
Caracterización estructural de los aductos fármaco:biomolécula intactos y de los 
derivados de cisplatino 
A lo largo de la presente memoria se han abordado dos estrategias muy diferentes 
para caracterizar estructuralmente las bio-especies de Pt. La primera de ellas y más
directa, ha sido el análisis de los aductos intactos fármaco:biomolécula mediante técnicas 
estructurales de masas, tales como ESI-Q-TOF, ESI-LIT o MALDI-TOF. Trabajar con las 
bio-especies nativas es garantía de conservación del enlace fármaco:biomolécula.
Además, supone una reducción de la manipulación de muestra y habitualmente posibilita
la fácil preconcentración de las especies. Otra ventaja adicional es el fácil tratamiento de
los datos obtenidos de estos análisis. 
El aducto cisplatino:GSH (Trabajo 3) se intentó caracterizar a través de MALDI­
TOF y ESI-LIT. Los resultados obtenidos con la primera de estas técnicas no fueron
satisfactorios ya que, aunque se registraron buenos espectros del GSH libre de fármaco, 
la ionización del aducto cisplatino:GSH fue muy problemática. Se probó, sin éxito, la 
variación de distintas condiciones experimentales como la intensidad del láser o el voltaje
de aceleración, entre otras. Por el contrario, los análisis del aducto llevados a cabo
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mediante nanoESI-LIT, resultaron relativamente sencillos y rápidos, no precisándose del 
empleo de condiciones experimentales especiales (Trabajo 3). 
Otro ejemplo de caracterización directa de una bio-especie de Pt intacta, fue el 
aducto cisplatino:apo-Tf (Trabajo 4). Los espectros obtenidos mediante MALDI-TOF
fueron poco concluyentes (datos no mostrados), ya que únicamente se pudo constatar un 
desplazamiento de la masa del aducto con respecto a la proteína libre de fármaco, pero 
en ningún caso se pudo determinar con precisión ese incremento debido a la falta de
resolución del analizador de masas. En este caso no hubo problemas de ionización de la 
muestra empleando condiciones habituales para el análisis de proteínas por MALDI-TOF. 
El análisis del mismo aducto mediante ESI-Q-TOF, permitió obtener espectros 
deconvolucionados muy bien resueltos, donde se apreció claramente la unión del 
fármaco a la apo-Tf, así como la estequiometría del aducto y la forma química del 
cisplatino que interacciona con la proteína. Las condiciones experimentales empleadas 
fueron las que quedan reflejadas en la Tabla 1 del Trabajo 4. 
Aunque no se trata de aductos fármaco:biomolécula, cabe citar en este apartado
la determinación de los derivados del cisplatino en el medio de incubación citosólico
empleado en el Trabajo 3. Al igual que en los casos anteriores, los análisis realizados con 
MALDI-TOF no condujeron a resultados concluyentes. Nuevamente hubo dificultades con
la ionización de los derivados del cisplatino y sólo se consiguió detectar el fármaco
intacto. La caracterización estructural del cisplatino y sus derivados, se pudo llevar a cabo
mediante ESI-LIT. 
La metodología analítica desarrollada aporta soluciones para el análisis estructural 
de los aductos fármaco:biomolécula en medios, proporciones y concentraciones cercanas 
a las fisiológicas, y por tanto es aplicable a muestras reales. 
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D.1.6. Caracterización estructural de las especies fármaco:biomolécula a 
partir de sus digeridos trípticos, mediante técnicas estructurales de
espectrometría de masas 
La exploración de una metodología alternativa a la caracterización estructural de
las bio-especies de Pt intactas, surgió ante la complejidad que presentaban los análisis 
de algunas biomoléculas de gran tamaño. La complicada ionización de las bio-especies 
empleando técnicas de ionización blandas o la escasa resolución que presentan los 
analizadores más empleados a masas tan elevadas, son algunos de los principales 
problemas que se presentaron en este tipo de análisis. 
Por ello, se abordó el desarrollo de la metodología necesaria para el análisis de 
los digeridos trípticos de los aductos fármaco:biomolécula. La aplicación de dicha
metodología fue llevada a cabo con éxito para los péptidos platinados procedentes de los 
aductos que forma el cisplatino con proteínas del suero sanguíneo como la apo-Tf o la 
HSA (Trabajo 4). 
El análisis de péptidos mediante técnicas estructurales de espectrometría de 
masas, es instrumentalmente más sencillo y preciso que el de proteínas. Algunas de las 
ventajas del análisis de este tipo de muestras son la fácil ionización de los analitos, la alta
resolución con la que se pueden detectar las masas, la posibilidad de hacer un 
seguimiento de las especies platinadas a través de su perfil isotópico o la capacidad para
realizar sucesivas fragmentaciones inducidas en el instrumento con fines de identificación 
estructural. 
Sin embargo, el gran inconveniente de esta metodología es la posible ruptura del 
enlace entre el fármaco y la proteína como consecuencia de la digestión. En las tareas de
desalado de la muestra, quedan descartados los filtros de corte por el tamaño mínimo
disponible para estos filtros, siendo la alternativa más empleada el ZipTip. En el caso que 
nos ocupa (Trabajo 4), la necesaria separación de los péptidos resultantes de la digestión
tríptica mediante una cromatografía de fase inversa acoplada a distintos detectores, 
cumplió el objetivo de desalar la muestra. Con el fin de trabajar con concentraciones 
adecuadas de péptidos, se optó por realizar labores de preconcentración previas a la
digestión mediante los procedimientos anteriormente expuestos. 
La metodología analítica desarrollada para la ejecución de esta estrategia, constó
de dos partes. En primer lugar se monitorizaron mediante capLC-ICP-MS los aductos 
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digeridos para comprobar la existencia de péptidos con Pt. La cromatografía empleada 
fue de fase inversa (fase estacionaria C8), y para poder acoplarla al ICP-MS se optó por
emplear el formato capilar. Además, de esta manera se pudo aplicar la misma separación 
cromatográfica a la detección mediante ESI-Q-TOF, y así utilizar la información obtenida 
en los análisis capLC-ICP-MS para localizar los péptidos con Pt en los espectros de la 
técnica estructural. En el caso de ESI-Q-TOF, la infusión directa del digerido hubiera sido, 
probablemente, suficiente para resolver adecuadamente la mayoría de los péptidos 
procedentes de digeridos sencillos como los llevados a cabo en el Trabajo 4. Sin
embargo, se mostró necesario el acoplamiento de una cromatografía previa (RP-capLC-
ESI-Q-TOF) ya que los péptidos que se buscaban eran minoritarios en comparación con
los que no tenían Pt y una infusión directa de todos los péptidos penalizaba la ionización
de los péptidos de interés. Además, de esta manera, la metodología desarrollada está
lista para ser aplicada a muestras de una complejidad muy superior, como los digeridos 
de fracciones de tejidos de organismos vivos. 
Además de los datos de capLC-ICP-MS, se utilizaron los perfiles isotópicos de los 
péptidos monitorizados por capLC-ESI-Q-TOF para localizar aquellos péptidos que
incorporaban Pt. Por comparación de los perfiles isotópicos obtenidos con los teóricos 
para péptidos con una molécula de cisplatino o alguno de sus derivados, se postuló la 
presencia de Pt en los péptidos separados. 
Empleando esta estrategia de caracterización estructural se obtuvieron datos de
péptidos que contenían Pt tras una digestión tríptica, no sólo de aductos procedentes de
incubaciones con patrones, sino también de incubaciones in vitro en muestras reales de 
suero sanguíneo humano, siendo el Trabajo 4 el único encontrado en la bibliografía hasta
la fecha, que presenta resultados de péptidos platinados procedentes de muestras reales. 
Un paso más en el desarrollo metodológico de esta estrategia está siendo llevado
a cabo en la actualidad, tal y como se ha mencionado en el Capítulo IV. Hasta ahora, sólo 
se puede decir que aquellos péptidos que parecen contener Pt no son fácilmente
fragmentables mediante CID, que es la metodología habitualmente empleada para la 
secuenciación peptídica. Alternativas basadas en otros métodos de fragmentación, como
el ETD, y en el estudio de las condiciones de fragmentación más adecuadas para los 
péptidos con Pt, son líneas de investigación actualmente abiertas. En este sentido, la
incubación del fármaco directamente con los péptidos resultantes de la digestión tríptica, 
puede ser de gran utilidad al aportar péptidos platinados mayoritarios en la muestra. 
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D.1.7. Metodología de separación electroforética como complemento de las
separaciones cromatográficas puestas a punto 
La preparación del citosol celular en medio salino, a pH controlado (7,4) y con 
inhibidores de proteasas, junto con su inmediato análisis, minimiza el riesgo de
degradación de las especies de Pt presentes en la muestra. Esta suave preparación de
muestra es suficiente para abordar separaciones por cromatografía de líquidos de
diversos tipos (Trabajos 1, 2 y 3). La adecuada resolución de la gran cantidad de 
especies presentes en muestras tan complejas como citosoles celulares, requiere de 
separaciones cromatográficas multidimensionales. Una alternativa con mayor capacidad
de resolución, es la separación por 2D-SDS-PAGE171. En un solo proceso separativo se 
pueden resolver cientos de proteínas, lo que es de sumo interés para el estudio de estas 
muestras. Sin embargo, uno de los requisitos para alcanzar tal grado de resolución es la
adecuada preparación de la muestra, abriendo y desnaturalizando previamente las
proteínas. 
Con el fin de evaluar el posible empleo de técnicas de separación electroforéticas, 
se ha comprobado la robustez del enlace fármaco:biomolécula en las condiciones de
preparación de muestra habituales en electroforesis en gel (Trabajo 1). Para ello, se han 
comparado los perfiles cromatográficos obtenidos por SEC-ICP-MS monitorizando 195Pt, 
de citosoles nativos de oído y riñón, y de citosoles sometidos a ruptura de los puentes 
disulfuro con BME y/o desnaturalizados con SDS. En presencia de los agentes 
desnaturalizantes, se observaron leves desplazamientos de los picos cromatográficos 
hacia regiones de pesos moleculares menores. Sin embargo, no se detectaron picos 
cromatográficos correspondientes al fármaco libre. Este hecho demostró la resistencia del 
enlace fármaco:biomolécula a tratamientos relativamente agresivos como los propios de
la electroforesis en gel.
Comprobada la estabilidad de estos aductos, se abordó la separación de las bio­
especies de Pt mediante técnicas electroforéticas en gel. En la actualidad estas 
metodologías aún se están desarrollando, tal y como se ha detallado en el Capítulo III.
Los avances realizados en este campo, han puesto de manifiesto la necesidad de
preconcentrar las muestras específicamente en las bio-especies de Pt. En una muestra
biológica compleja, por ejemplo el citosol de un órgano de rata tratada con cisplatino, las 
bio-especies de Pt son minoritarias en comparación con el resto de biomoléculas 
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presentes en la muestra. La limitación de carga que presenta la electroforesis en gel,
hace que estas muestras deban estar enriquecidas en las especies platinadas para poder 
localizarlas en el gel mediante detección por ICP-MS tras digestión del gel o directamente 
por LA-ICP-MS173. Además, esta preconcentración se hace necesaria para poder
aprovechar el carácter micropreparativo de esta técnica y poder así realizar posteriores 
identificaciones de las bio-especies con Pt separadas, mediante la extracción de las 
mismas, su digestión enzimática y su análisis por técnicas estructurales de masas. 
Una de las maneras de enriquecer la muestra en determinadas bio-especies 
platinadas es la aplicación previa de la metodología cromatográfica bidimensional 
desarrollada (Trabajo 2). Así, ambas metodologías quedan relacionadas y sirven de
complemento una a la otra para alcanzar el objetivo final de la separación e identificación
de las especies de interés. 
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D.2. Aportaciones fundamentales a la comprensión de los 
mecanismos de actuación de los fármacos antitumorales de Pt 
D.2.1. Contenidos de Pt en tejidos y fracciones celulares de ratas tratadas 
con cisplatino, carboplatino y oxaliplatino
Comparación de la acumulación y distribución de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino en
tejidos y fracciones celulares de ratas 
El análisis del contenido total de Pt en las muestras objeto de estudio, ha sido el
paso necesario previo a los análisis de especiación de Pt. Excepto en la sangre, se ha 
cuantificado el Pt en el resto de las muestras reales utilizadas. La razón de esta 
excepción es la gran cantidad de trabajos existentes en la bibliografía que dejan bien
definida la cantidad y forma en la que el Pt puede encontrarse en la sangre a diferentes 
tiempos post-administración53,58,60 e incluso en las distintas fracciones sanguíneas47 . 
La cuantificación del Pt en los órganos de ratas tratadas con cisplatino,
oxaliplatino y carboplatino (Trabajo 1), ha arrojado interesantes conclusiones que ponen
de manifiesto, por ejemplo, la dudosa relación entre cantidad acumulada en el tejido y 
toxicidad. Los órganos analizados se han elegido en función de la toxicidad inducida por 
el cisplatino en ellos, como es el caso del riñón y el oído. Además, se han analizado el
cerebro y el hígado por ser órganos que pudieran tener comportamientos similares a oído
y riñón, respectivamente, y por ser órganos muy irrigados de notable importancia en el
organismo. En los Trabajos 1 y 2 se cuantifica por primera vez el Pt presente en muestras 
de oído tras la exposición in vivo a fármacos antitumorales de Pt. 
Los tratamientos empleados han sido elegidos para poner de manifiesto
diferencias entre las acumulaciones de los distintos fármacos (Trabajo 1, Experimento 1). 
Las cantidades de cada fármaco inyectadas a las ratas de experimentación han sido
representativas de las dosis habituales en humanos, con el fin de conocer los efectos 
producidos por los fármacos en sus condiciones usuales de aplicación, suponiendo para
hombre y rata metabolismos análogos. Para poder mostrar resultados comparables entre
fármacos, se han expresado los contenidos totales de Pt como concentración de Pt en
tejido seco en función de la cantidad de Pt administrada ((mg Pt / Kg tejido seco) / mg Pt
ad.)). 
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Las concentraciones relativas mostradas en el Trabajo 1 permiten observar que el 
riñón presenta la mayor concentración de Pt para cualquiera de los fármacos 
administrados (Trabajo 1, Figura 1), y que el oxaliplatino es el fármaco con mayor poder 
de acumulación en todos los órganos estudiados. La acumulación de carboplatino es la 
más pequeña en todos casos y coincide con los datos que presentan a este fármaco 
como muy fácilmente eliminable por su baja reactividad con las biomoléculas del 
organismo. 
El hecho de que el oxaliplatino se acumule en mayor medida que los otros dos 
fármacos ensayados y que no tenga efectos nefrotóxicos u ototóxicos, hace cuestionar la
idea preconcebida por muchos autores de que la toxicidad es directamente proporcional a
la cantidad de fármaco acumulada. Por otra parte, muestras de oído interno más 
refinadas, conducen a resultados contrarios, es decir, el fármaco más ototóxico
(cisplatino) es el que presenta una acumulación relativa mayor (Trabajo 2, Tabla 2). Por 
ello, la determinación de las especies concretas que causan los efectos tóxicos, sean
mayoritarias o no, centra el interés de las líneas de investigación destinadas al estudio de
la toxicidad de los fármacos antitumorales de Pt. 
También es importante conocer la distribución del Pt en las fracciones celulares 
de cada tejido y para cada fármaco, con el fin de identificar la fracción que más fármaco 
acoge, y por tanto, la que puede ser de un mayor interés para desarrollar los estudios de
especiación. Haciendo uso, en primer lugar de ultracentrifugación, y después de
ultrafiltración, se han obtenido distintas fracciones celulares en las cuales se ha 
determinado el contenido de Pt por ICP-MS. Los resultados obtenidos muestran que no
existen diferencias significativas en la distribución de los fármacos entre las distintas
fracciones celulares de cada tejido, una razón más para abordar la especiación de estas 
muestras y así localizar el elemento diferenciador que hace que algunos fármacos sean
tóxicos para un determinado tejido. De las fracciones obtenidas por ultracentrifugación, la 
citosólica es la que presenta un mayor contenido de Pt en el hígado y en el riñón (Trabajo
1, Tabla 1), y por tanto, se perfila como una de las más interesantes para su estudio. 
La distribución del Pt cuantificado en la fracción citosólica se ha estudiado 
mediante ultrafiltración (Trabajo 1, Figura 2). Cabe destacar que en oído y riñón, el mayor
porcentaje de Pt acumulado se encuentra en las biomoléculas de peso inferior a 50 KDa.
Precisamente en este rango de masas se encuentran biomoléculas de notable interés 
como el GSH136 o las MTs137 . 
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Acumulación y eliminación del cisplatino en tejidos de ratas sometidas a tratamientos 
monodosis 
Los estudios llevados a cabo sobre una población homogénea de ratas Wistar y 
en condiciones de administración controladas, muestran un máximo de acumulación del 
cisplatino entorno a la primera semana tras el tratamiento, para todos los órganos 
(Trabajo 1, Figura 3). La velocidad de eliminación del fármaco también es similar para 
todos los órganos. De esta manera, se observa una primera etapa de eliminación rápida 
entre los 7 y los 30 días posteriores a la administración, y una segunda etapa mucho más 
lenta que se monitorizó hasta 90 días después del tratamiento. 
El estudio de la relación entre los procesos de acumulación/eliminación y la 
ototoxicidad (Trabajo 5), muestran que, a pesar de haberse eliminado más del 75% del 
fármaco al cabo de 90 días, no existe una recuperación de los niveles auditivos de las 
ratas sometidas a tratamientos monodosis con cisplatino. Por lo tanto, no se puede 
establecer una correlación entre la acumulación del fármaco y la pérdida de audición. De
este modo, cobran fuerza las hipótesis que hablan de daños iniciales irreversibles en el 
oído, y se vuelven a apreciar evidencias de la escasa relación entre acumulación y
toxicidad. 
Esta cinética bifásica de eliminación del fármaco ya fue postulada por otros 
autores208, y sugiere la intervención de la membrana celular en estos procesos. Existen
evidencias de que la membrana celular puede estar involucrada tanto en la toma112, como
en la eliminación del fármaco de la célula. Concretamente, en esta memoria se presenta
una prueba más de que existe una regulación celular de la toma de cisplatino. En el
Trabajo 7 se puede observar el distinto grado de platinación del ADN en función de la
presencia o ausencia de inhibidores de las proteínas quinasas ERKs. Este efecto no
podría tener lugar si el único mecanismo de entrada del fármaco en la célula fuera la
difusión pasiva. 
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Acumulación y eliminación del cisplatino en tejidos de ratas sometidas a tratamientos 
multidosis 
El análisis del contenido de Pt en los órganos de ratas sometidas a tratamientos 
con dosis múltiples (Trabajo 1, Tabla 2), muestra cómo tras la administración de la
primera dosis, la acumulación relativa del fármaco disminuye apreciablemente y se
mantiene constante hasta el quinto ciclo, donde aumenta considerablemente,
recuperando los niveles de acumulación del primer ciclo. El mencionado descenso de la
acumulación relativa entre el primer y segundo ciclo, puede corresponder a la entrada en 
funcionamiento de ciertos mecanismos de eliminación que mantienen los niveles de Pt
controlados. Sin embargo, esta situación se altera para todos los órganos en el quinto 
ciclo, haciendo pensar en el colapso del mecanismo de detoxificación. El Trabajo 6
muestra de nuevo que la pérdida de audición a lo largo de los ciclos de administración del 
cisplatino no se correlaciona con la acumulación de Pt en el oído. 
La comparación del cisplatino acumulado después del tratamiento monodosis y 
tras el primer ciclo de la terapia multidosis, muestra que la acumulación derivada del 
segundo de los tratamientos es alrededor de un 27% inferior para todos los órganos 
estudiados, a pesar de que la dosis administrada es un 50% menor. De esta manera, se
pone de manifiesto de nuevo, la posible existencia de mecanismos de detoxificación
celular, los cuales parecen activarse en mayor medida frente a mayores dosis de
fármaco. 
D.2.2. Fortaleza de la interacción fármaco:biomolécula 
La robustez del enlace fármaco:biomolécula debe ser tomada en consideración a
la hora de preparar la muestra o diseñar estrategias de análisis. Los experimentos 
llevados a cabo con el fin de evaluar esta característica, mostraron la alta estabilidad de 
la interacción entre el fármaco y las biomoléculas presentes en muestras de diferente 
naturaleza, manteniéndose inalterada al emplear condiciones desnaturalizantes (Trabajo 
1), e incluso al someterla a digestiones trípticas (Trabajo 4). Esta contribución es 
especialmente interesante ya que apenas existen datos en la bibliografía sobre las 
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características de los enlaces que se establecen entre el fármaco y las distintas 
biomoléculas. 
D.2.3. Interacción fármaco:biomolécula en tejidos de ratas tratadas con
cisplatino, carboplatino y oxaliplatino 
En el Trabajo 2 se aplica la metodología desarrollada para la separación 
bidimensional por cromatografía de líquidos. Junto con el Trabajo 1 y 3, son los primeros
estudios científicos publicados que abordan la separación de las especies platinadas 
formadas en órganos sometidos a experimentos in vivo con fármacos antitumorales de
Pt. 
La comparación de los perfiles SEC-ICP-MS (monitorizando el 195Pt) de los 
citosoles de riñón y oído interno de ratas tratadas con cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino, permiten visualizar grandes analogías y leves diferencias entre los distintos 
fármacos, y constatan la necesidad de una segunda dimensión que resuelva mejor las 
bio-especies con Pt. Según el límite de exclusión de la columna empleada (Superdex 75 
10/300 GL), no existen apenas bio-especies con Pt por encima de 100 KDa. También es
importante resaltar que no se detecta fármaco libre en ninguno de los citosoles 
analizados. Entre órganos se aprecian diferencias significativas, si bien en todos los 
casos hay un agrupamiento de las especies platinadas entorno a dos grupos de pesos 
moleculares, aproximadamente a 12-20 KDa y a 25-65 KDa, respectivamente (Trabajo 2, 
Figura 1 y 2). 
Una de las ventajas de la detección mediante ICP-MS, es la posibilidad de
monitorizar simultáneamente distintos isótopos. Comparando los perfiles cromatográficos 
de 195Pt, 66Zn y 111Cd, para citosoles blancos, citosoles procedentes de experimentos in 
vivo con cisplatino y un patrón de MT (Trabajo 2, Figura 3), se ha podido postular la 
posible unión del fármaco a la MT del riñón, acompañado del desplazamiento del Zn 
unido a la proteína. Este desplazamiento también fue observado y descrito en el Trabajo
3 (Figura 6b). Además, el perfil de Zn del oído interno parece indicar la presencia de MT
(Trabajo 2, Figura 3), pero en este caso no se observa el solapamiento de este pico
cromatográfico con señal de Pt, por lo que, o no se produce la unión o tiene lugar en
proporciones muy pequeñas. 
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La aplicación de una segunda dimensión de intercambio aniónico (columna Mono-
Q H/R 5/5), con una preconcentración previa de las fracciones SEC mediante
focalización, permitió la resolución de bio-especies de Pt presentes en citosoles de oído 
(Trabajo 2, Figura 4 y 5) y riñón de rata que coeluían en la primera dimensión. Aunque 
estos cromatogramas parecen resolver de manera adecuada las especies con Pt, tras el
perfil de Pt existen multitud de biomoléculas mayoritarias que coeluyen y que en el paso
final de identificación de la especie platinada aportarían una gran complejidad a la 
determinación. Por ello, se precisa de nuevas dimensiones de separación para llevar a
cabo un correcto aislamiento de los aductos fármaco:biomolécula. 
D.2.4. Derivados reactivos del cisplatino en distintos medios fisiológicos 
El cisplatino ha sido objeto de los estudios de especiación más exhaustivos por 
ser éste el fármaco que presenta toxicidades más importantes a la vez que mayores 
efectos antitumorales. Sin embargo, muchos autores estudian la interacción del cisplatino 
con biomoléculas presentes en el organismo prescindiendo del estudio de la forma 
química del fármaco85,130,138. Los resultados extraídos de ensayos donde este factor no
está controlado, pueden conducir a conclusiones erróneas, ya que las distintas formas 
químicas del fármaco presentan diferente reactividad frente a la misma biomolécula. 
Los estudios realizados con proteínas del plasma sanguíneo (Trabajo 4) han sido
llevados a cabo incubando el cisplatino con las proteínas en un medio muy salino de 
0,9% de NaCl y pH 7,4 para simular las condiciones fisiológicas. Bajo estas condiciones 
el cisplatino evoluciona muy lentamente a sus productos de hidrólisis y en su mayoría la 
forma original del fármaco (Pt(NH3)2Cl2) es la que se une a las proteínas estudiadas. 
Otro caso muy distinto es el supuesto del Trabajo 3, donde se estudia la 
interacción del cisplatino con biomoléculas citosólicas. El cisplatino en su forma intacta, al
entrar en contacto con el medio citoplasmático comienza a evolucionar dado el menor
contenido salino de éste (Figura 14). Por ello, en este estudio se prepararon incubaciones 
en un medio con una concentración de NaCl de 4,62 mM 136,137, y se procedió a la 
identificación de las especies derivadas de la evolución del cisplatino. 
La evolución del cisplatino a sus productos de hidrólisis en medio citosólico, se 
estudió mediante SEC-ICP-MS con una columna Thermo-Hypersil BioBasic SEC-60 de 
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bajo rango de pesos moleculares (0,1 – 6 KDa). La identificación de los distintos 
derivados se llevó a cabo mediante ESI-LIT a través de los datos de las masas y de los 
perfiles isotópicos. 
Hasta tres especies derivadas del cisplatino se observan cuando se deja 
evolucionar el fármaco en las condiciones fisiológicas del citosol (Trabajo 3, Figura 1). La
especie mayoritaria en las primeras horas de la incubación se identificó como el fármaco 
intacto (C-1) (Trabajo 3, Figura 2). En la misma figura se identifican las otras dos
especies que van apareciendo según transcurre la incubación. La primera de ellas se
identifica según su espectro de masas, como el monoacuo derivado del cisplatino (C-2),
lo cual coincide con otros autores que presentan esta especie como la primera que se
forma en la hidrólisis del fármaco35. Según los datos bibliográficos37, la especie más 
retenida y la que aparece a un tiempo de incubación más largo cabe esperar que sea el 
diacuo complejo o una forma oligomérica del tipo [{Pt(NH3)2(µ-OH)}n]n+. A partir de los 
espectros de masas se postuló una especie que no era ninguna de las dos esperadas, 
sino un dímero compuesto por una molécula de fármaco intacto y un monoacuo complejo 
(C-3). Este compuesto C-3 se denominó cisplatino envejecido. 
Para comprobar la ausencia del diacuo complejo, se sintetizó e identificó por ESI­
LIT, confirmando la ausencia de esa especie en los espectros de las incubaciones de 
cisplatino en medio citosólico. Ninguna de las especies platinadas detectadas presentó
perfil isotópico modificado con Pt y sin cloruros (Trabajo 3, Figura 3). 
D.2.5. Interacción del cisplatino con las biomoléculas citosólicas GSH y MT 
Caracterización cromatográfica 
Una de las biomoléculas de mayor interés en relación con los fármacos 
antitumorales de Pt, es el GSH. Este tripéptido ha sido relacionado con procesos de 
detoxificación y además la presencia en su estructura de un grupo sulfidrilo, hace de esta
biomolécula un potencial ligando de los complejos de Pt22,134. Incubando el cisplatino con 
el GSH en las concentraciones y proporciones esperadas en el citosol celular (1:500), y 
bajo las ya mencionadas condiciones fisiológicas, se aprecian diversos aductos 
fármaco:GSH (Trabajo 3, Figura 4) que evolucionan con el tiempo. Una de ellas sólo se
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forma a largos tiempos de incubación, sugiriendo que esta especie se forma por reacción
del GSH con el derivado envejecido del cisplatino (C-3). Por el contrario, la otra especie
aparece a bajos tiempos de incubación y crece a lo largo del proceso hasta que comienza
a disminuir a tiempos largos, por lo que puede formarse a partir del fármaco original o del 
monoacuo derivado. La incubación del GSH con cisplatino envejecido artificialmente en el 
laboratorio (derivado C-3) corrobora los argumentos planteados. Por último, cabe 
destacar que aún haciendo incubaciones con grandes excesos de GSH y durante largos 
tiempos, parte del fármaco queda libre en alguna de sus formas. Este hecho manifiesta la
limitada reactividad del GSH con el fármaco. 
Otra importante biomolécula del citosol celular, es la MT. Esta proteína, como ya
se ha descrito, es capaz de coordinar metales desplazando otros previamente
coordinados, para detoxificar el medio de posibles contaminantes metálicos128. Los 
ensayos realizados se han llevado a cabo con un patrón de MT de hígado de conejo con
un contenido en Zn de 0.8% y en Cd de 6%. Las incubaciones a lo largo del tiempo en
medio citosólico, y las separaciones con la misma columna BioBasic SEC-60, han
demostrado que al cabo de sólo 4 h de incubación, la mayoría del fármaco se ha 
incorporado a la MT (Trabajo 3, Figura 6a), por lo que se deduce que no es el derivado
envejecido del cisplatino (C-3) el que interacciona con la proteína. De hecho,
incubaciones de la MT con cisplatino envejecido obtenido en el laboratorio no conducen a 
la formación de ningún aducto fármaco:MT. La detección multi-elemental mediante ICP­
MS permite confirmar que el pico cromatográfico asignado al aducto cisplatino:MT 
corresponde a dicha especie por la coincidencia en ese pico de los perfiles de Pt, Cd y 
Zn. Además, permite observar cómo a medida que transcurre el tiempo de incubación y el
fármaco se incorpora a la MT, el perfil cromatográfico del Zn va disminuyendo en
intensidad (Trabajo 3, figura 6b). En el caso del Cd no se observó desplazamiento alguno
para las proporciones de incubadas. Estas observaciones apoyan las posiciones 
mantenidas por ciertos autores que también han observado desplazamiento del Zn130, sin 
embargo no coincide con otros que postularon el desplazamiento simultáneo de Zn y 
Cd117. Incubando simultáneamente el cisplatino con GSH y MT, predomina el aducto 
fármaco:MT, aún en presencia de un gran exceso de GSH (Trabajo 3, Figura 9d). 
Finalmente, se han realizado incubaciones análogas sobre citosoles de diferentes 
órganos de rata para constatar la formación de las especies descritas y para comprobar
la aplicabilidad de las metodologías desarrolladas a muestras reales. En primer término, 
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se han incubado citosoles de riñón de rata blanco con cisplatino o con una mezcla de
fármaco y GSH, en condiciones análogas a las incubaciones anteriores. El resultado de
este ensayo confirma la formación de especies platinadas que eluyen al mismo tiempo de
retención que las especies caracterizadas anteriormente en las incubaciones de 
cisplatino con patrones de GSH y MT (Trabajo 3, Figura 8). 
Con el objetivo de detectar las mismas especies caracterizadas in vitro, en
muestras citosólicas de riñón, hígado y oído interno de ratas tratadas con cisplatino, se 
procedió a la separación cromatográfica de estas muestras. Estos experimentos in vivo
muestran especies platinadas coeluyentes con los aductos fármaco:biomolécula
detectados en los ensayos in vitro. A pesar de ello, se hace necesaria la aplicación de 
otras metodologías analíticas de separación e identificación para confirmar esta 
concordancia. 
Caracterización estructural 
La caracterización estructural de los aductos cisplatino:GSH y cisplatino:MT, se 
llevó a cabo mediante el empleo de ESI-LIT y ESI-FT-ICR. De todas las bio-especies 
cisplatino:GSH monitorizadas mediante SEC-ICP-MS (Trabajo 3, Figura 4), únicamente 
se ha podido detectar y postular la estructura de una de ellas. La especie identificada ya
fue descrita por Miao et al.138 en incubaciones llevadas a cabo en condiciones no
fisiológicas. Los resultados mostrados en el Trabajo 3 (Figura 5), confirman la formación 
de este mismo aducto (estequiometría 2:1 fármaco:biomolécula) en condiciones y 
proporciones fisiológicas. El único aducto identificado se detectó en incubaciones a 48 h 
donde la especie mayoritaria es la denominada como G-2. La existencia de otra especie
mayoritaria (G-1), presumiblemente de mayor tamaño por eluir a menor tiempo de
retención en la separación SEC, podría corresponder con otra estructura de mayor peso
molecular postulada en el mismo trabajo de Miao et al.138, consistente en dos moléculas 
de GSH ligadas por dos moléculas de cisplatino (estequiometría 1:1). Todos estos puntos 
por aclarar deberán ser objeto de estudio en futuras investigaciones. Aún así, las claves
para razonar la dificultad para detectar por espectrometría de masas los aductos 
presentados en esta memoria, están íntimamente relacionadas con las bajas 
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concentraciones empleadas y los medios salinos de incubación, ambos, requisitos para el
desarrollo de metodologías analíticas aplicables a muestras reales. 
El aducto cisplatino:MT (Trabajo 3), intentó ser caracterizado por MALDI-TOF,
ESI-LIT y FT-ICR-MS. Ninguna de las tres técnicas arrojó resultados concluyentes, 
aunque sin duda los mejores datos se obtuvieron mediante FT-ICR-MS. Las masas de las 
distintas isoformas de la MT empleada en el estudio, fueron detectadas sin dificultad
empleando una preparación de muestra consistente en el desalado de la misma a través
de cartuchos de fase inversa (C18) y la puesta en disolución de la proteína en presencia
de acetonitrilo (30-70%) y 0,1% de ácido fórmico (Trabajo 3, figura 7). El pH ácido
cercano a 2, alcanzado gracias al ácido fórmico, hizo que las masas detectadas fueran 
las de la MT libre de Zn y de Cd131. La misma preparación de muestra con el aducto
cisplatino:MT aislado, condujo a la ausencia de señal en las masas correspondientes a la 
MT nativa, lo que probablemente indique que la proteína se ha unido al fármaco. Sin
embargo, en este caso tampoco aparecieron nuevas masas correspondientes al aducto
formado. De estos resultados se concluye que la presencia del fármaco en la muestra
dificulta sustancialmente la ionización de la muestra y que el pH ácido de la muestra
analizada por FT-ICR-MS no rompe la interacción del fármaco con la MT, al contrario que 
en el caso del Zn y el Cd. Por lo tanto, el tipo y los sitios de unión del fármaco a la 
proteína podrían ser distintos que los descritos para Zn y Cd. 
D.2.6. Interacción del cisplatino con las proteínas del suero sanguíneo HSA 
y Tf
Caracterización cromatográfica 
La proteínas más importantes del suero sanguíneo humano han sido incubadas 
con cisplatino en condiciones fisiológicas para evaluar la formación de aductos 
fármaco:proteína (Trabajo 4). Las proteínas HSA, apo-Tf e IgG, han sido incubadas con 
cisplatino a distintos tiempos, y en concentraciones y proporciones cercanas a las 
fisiológicas. Las separaciones mediante AE-FPLC-ICP-MS han revelado la formación
mayoritaria del aducto cisplatino:HSA a cortos tiempos de incubación. Mucho menos 
intensa y más lenta ha sido la formación de los aductos cisplatino:apo-Tf, mientras que
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igualmente minoritaria ha sido la formación del aducto cisplatino:IgG. En este último caso,
su coelución con el fármaco libre, impidió su caracterización cromatográfica. 
La evolución del cisplatino a sus acuo complejos es muy lenta en un medio tan 
salino como el empleado en estas incubaciones (0,9% de NaCl). Por ello, y dado que ya
a las 24 h más del 90% del fármaco se ha unido a la HSA, parece ser el fármaco intacto
el que se une a esta proteína (Trabajo 4, datos no mostrados). Por otro lado, la apo-Tf 
empieza a interaccionar de manera significativa con el fármaco a partir de las 48 h
(Trabajo 4, datos no mostrados), pudiendo significar este hecho que la forma química del 
cisplatino que interacciona con la proteína no es el fármaco original, sino algún derivado
hidrolizado. 
La incubación de un suero sanguíneo humano de voluntarios sanos corrobora que 
la especie platinada mayoritaria es el aducto cisplatino:HSA, y que apenas existe 
interacción entre el fármaco y la Tf de la sangre (Trabajo 4, datos no mostrados). El resto
del fármaco, bien queda libre o bien se une a proteínas minoritarias que coeluyen con él 
en la separación cromatográfica empleada. 
Caracterización estructural de los aductos intactos 
Son muchos los autores que han descrito el efecto que tiene la interacción del 
cisplatino sobre los puentes disulfuro de la HSA. La ruptura de estos puentes
desnaturaliza la proteína, alterando su estructura y funcionalidad de manera notable79 . 
Los análisis mediante ESI-Q-TOF (Trabajo 4, Figura 4), muestran una diferencia de masa
entre la isoforma predominante de la proteína intacta (66565 Da) y la masa del aducto 
cisplatino:HSA (67456 Da) de 891 ± 4 Da. Considerando que el resto de fármaco unido a
la proteína pueda ser [Pt(NH3)2]2+, donde se han perdido ambos grupos salientes del
cisplatino, hasta 4 moléculas de fármaco estarían interaccionando con la HSA en las 
proporciones de incubación establecidas. Otros autores han demostrado estequiometrías
fármaco:proteína de entre 3,5:1 hasta 10,2:1, empleando excesos de entre 20 y 60 veces
de fármaco72. Sin embargo en los estudios presentados en esta memoria (Trabajo 4), se 
han empleado cantidades equimolares y medios similares a los fisiológicos, siendo éstas,
unas condiciones más cercanas a las que se alcanzan en la sangre de pacientes
tratados. La unión de varias moléculas del fármaco a la HSA y la existencia de un solo 
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grupo cisteína libre, hacen pensar en otros sitios de unión que pueden ser metioninas o
histidinas, ambas con grupos de alta afinidad por el fármaco, o provenir de la ya 
mencionada ruptura de los puentes disulfuro, que deja libres potenciales ligandos. 
Los datos obtenidos mediante ESI-Q-TOF para el aducto cisplatino:apo-Tf,
ofrecen resultados más concluyentes, que, sin embargo, entran en confrontación con 
otros estudios realizados con anterioridad. Los espectros de masas (Trabajo 4, Figura 3),
muestran claramente la unión de una, e incluso de dos moléculas de fármaco en su forma
[Pt(NH3)2]2+ a la isoforma mayoritaria de la apo-Tf (79560 Da). De la misma manera, 
aunque esta vez sobre la pentasialo-Tf (79979 Da), se observa la aparición de una masa 
desplazada + 227 Da cuando se incuba la proteína con cisplatino, lo que coincide con la 
unión, nuevamente, del mismo resto [Pt(NH3)2]2+. Sobre experimentos similares, Khalaila 
et al. 85 observaron la unión de hasta 4 moléculas de cisplatino intacto tras 20 min de 
incubación. Sin embargo, a las 3 h, las formas químicas del fármaco unido a la proteína 
parecen cambiar para perder un cloruro y ser la forma [Pt(NH3)2Cl]+ la que quede unida a
la Tf. Estas discrepancias pueden deberse a las condiciones experimentales poco reales 
empleadas por Khalaila et al., como fueron, medios de incubación no salinos, excesos de 
fármaco y tiempos de incubación muy cortos. 
Caracterización estructural de los aductos a través de sus digeridos trípticos 
Abordando el problema desde otro punto de vista, se llevaron a cabo digestiones 
trípticas de los aductos fármaco:biomolécula formados. Para comprobar la resistencia del 
enlace, se realizó una cromatografía capilar en fase inversa de los digeridos de los
aductos y se monitorizó el 195Pt selectivamente con un ICP-MS (Trabajo 4, Figura 5). 
Mediante estos análisis se comprobó la resistencia del enlace del aducto, observándose 
múltiples zonas con picos cromatográficos que contenían Pt, previsiblemente péptidos 
con el fármaco aún ligado. Este hecho confirma que al menos en el caso de la apo-Tf y la 
HSA, la interacción del cisplatino es robusta y su fuerza pudiera corresponderse con la de 
un enlace covalente. 
El desarrollo de experimentos paralelos empleando RP-capLC-ESI-Q-TOF,
permitió localizar al menos 20 péptidos con perfil isotópico modificado por el Pt en cada 
uno de los digeridos de los aductos cisplatino:apo-Tf y cisplatino:HSA (Trabajo 4, Figura
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6). Resultados similares se obtuvieron con los digeridos de los aductos aislados de las 
muestras reales de suero sanguíneo que fueron sometidas a experimentos in vitro con 
cisplatino, siendo este un ejemplo más de la aplicabilidad a muestras reales de las
metodologías analíticas desarrolladas. 
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D.3. Propuestas para futuras investigaciones 
El trabajo realizado a lo largo de los últimos cuatro años, ha permitido desarrollar
nuevas herramientas analíticas con las que profundizar en el estudio de los fármacos 
antitumorales de Pt. A pesar de haberse cumplido de manera satisfactoria los objetivos 
propuestos al comienzo de este trabajo, nuevas líneas de investigación han surgido fruto 
del avance metodológico alcanzado y de los conocimientos adquiridos en el tema. Por
ello, en este último apartado se citan aquellos trabajos pendientes que suponen nuevos 
objetivos para el futuro inmediato de esta línea de investigación. 
D.3.1. Metodologías para la separación y purificación de bio-especies con Pt 
Tercera dimensión cromatográfica 
El desarrollo de una tercera dimensión que complemente las separaciones 
cromatográficas puestas a punto en el Trabajo 2, es de extraordinario interés para la 
purificación de bio-especies de Pt en muestras biológicas o clínicas de alta complejidad.
La ya mencionada electroforesis en gel es una alternativa, pero sin duda, una tercera
dimensión cromatográfica basada en un mecanismo de separación ortogonal a los ya 
empleados, como intercambio catiónico o fase inversa, es una interesante opción.
Además, este último tipo de cromatografía es compatible con las técnicas de masas más 
habituales para la elucidación estructural en metalómica. 
La metodología necesaria para preconcentrar y desalar proteínas de bajo peso 
molecular en un cartucho de fase estacionaria C18 de poro ancho, ya se ha ensayado con
éxito en una muestra de MT y de aducto cisplatino:MT (Trabajo 3). Por lo tanto, el primer 
paso para poner a punto una tercera dimensión cromatográfica basada en fase inversa ya
se ha abordado. El trabajo a desarrollar a partir de ahora implicaría: 
•	 El empleo de una columna analítica estándar de fase inversa. 
•	 El estudio de las condiciones de elución para conseguir una separación 
adecuada de las bio-especies de Pt presentes en muestras reales. 
•	 Y por último, el acoplamiento a técnicas estructurales de masas. 
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Aplicación de técnicas electroforéticas en gel a la separación de bio-especies con Pt 
Las alternativas a la purificación de las bio-especies con Pt en muestras biológicas
mediante técnicas cromatográficas pasan por el empleo de técnicas electroforéticas 
bidimensionales. La 2D-SDS-PAGE es una técnica de separación de elevada
potencialidad por su capacidad resolutiva y sus propiedades micropreparativas. En este
sentido, ya se han realizado algunos experimentos con el fin de evaluar la posibilidad de
separar las bio-especies de Pt en geles electroforéticos. Aunque son muchas las 
dificultades que se han presentado, se ha estimado que esta línea de investigación 
merece ser explorada en mayor extensión por los importantes beneficios que puede 
ofrecer. 
Los objetivos que se deberán abordar son: 
•	 Puesta a punto de una preparación de muestra para la separación 
electroforética que preserve la integridad de las bio-especies de Pt y que
garantice una concentración suficiente de las mismas para posteriores 
determinaciones elementales y estructurales. 
•	 Estudio de las condiciones experimentales y tipo de geles electroforéticos que
permitan la separación de las especies platinadas de interés sin alterar la
interacción fármaco:biomolécula. 
•	 Desarrollo de una metodología basada en LA-ICP-MS que permita hacer un
seguimiento de las especies con Pt en los geles. 
•	 Estudio de procedimientos de extracción de las especies retenidas en los 
geles, evitando de nuevo, modificar la naturaleza de las especies
fármaco:biomolécula. 
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D.3.2. Metodologías para la caracterización estructural de bio-especies con 
Pt 
Identificación estructural de los aductos intactos fármaco:biomolécula 
La elucidación estructural de los aductos intactos fármaco:biomolécula, ha
conducido a importantes conclusiones en los trabajos del Capítulo II, pero también ha 
dejado pendiente la detección de especies como el aducto cisplatino:MT (Trabajo 3) o la
mejor resolución del espectro cisplatino:HSA (Trabajo 4). La compleja ionización de estas 
especies de elevado peso molecular es un problema que parece potenciarse con la
presencia de Pt en la estructura de la biomolécula. Sin embargo, este tipo de análisis
sigue siendo tremendamente atractivo, ya que se trabaja con la especie original. Por
tanto, la especie analizada mantiene intacta toda su información y no ha sufrido procesos 
que hayan podido transformar la forma química del fármaco ni el sitio de unión de éste a
la biomolécula. Otras ventajas adicionales son, la considerable simplificación 
metodológica y de tratamiento de datos, frente a las estrategias de digestión que implican
una mayor manipulación de muestra y el manejo de complejos datos espectrales. 
Por estas razones, se ha considerado de interés el estudio de los factores que
dificultan la ionización de las citadas especies, siendo un posible objetivo futuro la puesta 
a punto de las condiciones experimentales que permitan la determinación estructural de
estos aductos mediante técnicas estructurales de masas. 
Secuenciación de péptidos con Pt 
También se propone para trabajos futuros, el estudio detallado de los péptidos con
perfil isotópico modificado por Pt (Trabajo 4). La secuenciación de estos péptidos 
minoritarios, permitirá estudiar el sitio y el tipo de unión del fármaco a la proteína. En este
sentido ya se han realizado algunas pruebas (Capítulo IV), pero han resultado fallidas 
debido a la dificultad para fragmentar el péptido mediante CID. Es posible que la 
presencia de Pt en el péptido no sólo penalice su ionización, sino que también sea
responsable de la mala fragmentación obtenida con los métodos usuales empleados en 
proteómica. 
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En los futuros estudios dirigidos a la secuenciación de péptidos con Pt, se 
plantearían los siguientes objetivos: 
•	 Empleo de nuevas metodologías para la fragmentación y secuenciación
peptídica. Estudio de las nuevas fuentes de fragmentación basadas en la 
tecnología ETD. 
•	 Estudio de los patrones de fragmentación de péptidos con Pt a través de
muestras de péptidos incubadas con fármacos de Pt. 
•	 Aplicación específica a la identificación de péptidos modificados con Pt, de 
herramientas informáticas de tratamiento de datos adoptadas de la proteómica 
para la localización de modificaciones post-traduccionales. 
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Las conclusiones más relevantes del trabajo recogido en esta memoria se resumen a 
continuación: 
• Se ha desarrollado un método para la cuantificación de Pt total en muestras
biológicas sometidas a tratamientos in vivo e in vitro con cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino. El empleo de mineralizaciones ácidas en horno microondas en
combinación con la medida mediante ICP-MS, permite obtener datos 
reproducibles y asegura recuperaciones cuantitativas del metal. 
• Los métodos basados en ultracentrifugación y ultrafiltración para el 
fraccionamiento celular de tejidos tratados in vivo con cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino, permite cuantificar el Pt total en cada fracción con excelentes 
recuperaciones. La distribución de los tres fármacos en cada una de las fracciones 
celulares y citosólicas de los tejidos estudiados, ofrece resultados muy similares y
hace pensar en bio-especies minoritarias como responsables de las toxicidades 
de los fármacos. 
• Los procedimientos de desnaturalización y digestión tríptica de muestras 
procedentes de tratamientos in vivo e in vitro con cisplatino, han puesto de
manifiesto la robustez de los enlaces fármaco:biomolécula. 
• La puesta a punto de una metodología cromatográfica bidimensional basada
en SEC y AE-FPLC acopladas a ICP-MS, ha posibilitado la resolución de las 
especies de Pt presentes en muestras biológicas de alta complejidad como son 
los citosoles de tejidos de ratas tratadas in vivo con fármacos antitumorales de Pt. 
La focalización de la muestra en la segunda dimensión cromatográfica ha
resultado ser el procedimiento más adecuado para la preconcentración de la 
muestra, minimizando su manipulación y la probabilidad de biotransformaciones o
degradaciones de las especies platinadas de interés. 
• El empleo de técnicas de espectrometría de masas con fuente de ionización
“blandas” tipo ESI, ha ofrecido los mejores resultados en el estudio de los aductos 
cisplatino:biomolécula y de sus digeridos trípticos, así como en la elucidación
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estructural de las distintas formas químicas de evolución del cisplatino en medio 
citosólico. 
• El empleo combinado de técnicas cromatográficas y técnicas de detección
elementales y moleculares, como ICP-MS y ESI-MS, respectivamente, ha
demostrado ser una herramienta analítica excepcional en el estudio de la 
interacción de los fármacos antitumorales de Pt con las biomoléculas del 
organismo. 
• Una interesante alternativa metodológica para el estudio estructural de los 
aductos cisplatino:biomolécula, es la digestión tríptica de las bio-especies de
interés y su análisis mediante ESI-LIT estudiando los perfiles isotópicos de los 
péptidos y fragmentos resultantes. La digestión tríptica de los aductos 
cisplatino:HSA y cisplatino:apo-Tf ha permitido monitorizar péptidos platinados 
mediante capHPLC-ICP-MS y capHPLC-ESI-Q-TOF. 
• La acumulación del cisplatino en oído, cerebro, riñón e hígado de ratas
tratadas con cisplatino, muestra un máximo de acumulación de Pt entorno a los 7 
días después del tratamiento, y una rápida eliminación del mismo hasta el primer
mes. En el caso del oído, este patrón de acumulación no se correlaciona con la
pérdida de audición a lo largo del tiempo. 
• La administración del cisplatino en ciclos, permite observar la activación de 
posibles mecanismos de detoxificación celular que mantienen controlada la 
acumulación del fármaco hasta el quinto ciclo. 
• De los fármacos estudiados, el oxaliplatino es el que mayor acumulación 
relativa presenta en todos los órganos estudiados, seguido de cisplatino y
carboplatino. El hecho de que no sea el fármaco más tóxico el que se acumula en 
mayor medida, hace que no se pueda establecer una relación directa entre 
acumulación y toxicidad. 
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• Los métodos analíticos desarrollados para la determinación estructural de los 
aductos intactos cisplatino:biomolécula mediante ESI-Q-TOF, ESI-LIT y ESI-FT­
ICR, han permitido estudiar la interacción del cisplatino con la apo-Tf, así como
postular las estructuras de diversos aductos cisplatino:GSH y derivados de la 
hidrólisis del cisplatino en medio citosólico. Además, con este tipo de estudios se 
ha demostrado la capacidad del cisplatino para desplazar el Zn de la MT en
condiciones fisiológicas, y la estabilidad de los aductos cisplatino:MT en 
condiciones ácidas suficientemente fuertes como para romper la unión del Cd y el 
Zn a la MT. 
• Mediante la medida por ICP-MS de la cantidad de Pt unido al ADN y Pt 
intracelular, se ha demostrado para la línea celular leucémica promonocítica
humana U-937, la intervención de las proteínas quinasas ERKs en la modulación
de la apoptosis celular inducida por el cisplatino a través de la regulación de la
entrada del fármaco al interior celular, evidenciando mecanismos alternativos a la 
difusión pasiva del fármaco. 
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ANEXO I 
Referencias bibliográficas más relevantes relacionadas con estudios de análisis bioinorgánico de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino 
Cita Técnica empleada Fármaco Muestra Objetivo del trabajo 
31 HPLC-UV Cisplatino Plasma Especies de evolución del fármaco 
32 HPLC-UV Cisplatino Sangre, plasma y PUF Especies de evolución del fármaco 
33 HPLC-UV Cisplatino Sangre Especies de evolución del fármaco 
34 HPLC, GFAAS Cisplatino Plasma Especies de evolución del fármaco 
35 RP-HPLC-ICP-MS Cisplatino Solución acuosa de cisplatino Interacción del cisplatino con fases móviles 
36 RMN Cisplatino Solución acuosa de cisplatino y 
plasma ultrafiltrado 
Especies de evolución del fármaco 
37 RP-HPLC-ESI-MS Cisplatino Solución acuosa de cisplatino Especies de evolución del fármaco 
38 HPLC-ICP-MS Cisplatino,Carboplatino, 
Oxaliplatino 
Aguas residuales de hospitales Separación de cisplatino, carboplatino, oxaliplatino y
sus especies
39 ESI-FAIMS-IT-MS Cisplatino Solución acuosa de cisplatino Especies de evolución del fármaco 
40 RP-HPLC-UV, RMN Cisplatino Solución acuosa de cisplatino Condiciones de análisis de cisplatino y sus especies
41 RP-HPLC-UV, ESI-MS Carboplatino Solución acuosa de carboplatino Especies de evolución del fármaco 
42 RP-HPLC-UV-ESI-MS Carboplatino Solución acuosa de carboplatino Especies de evolución del fármaco 
45 HPLC-ESI-MS Oxaliplatino Solución acuosa de oxaliplatino Especies de evolución del fármaco 
48 ICP-MS, ICP-AES Cisplatino Plasma Cuantificación del fármaco libre 
  
 
 
 
 
  
 
52 ICP-AES, ETAAS Cisplatino y otros PUF Cuantificación fármaco unido a proteína 
53 SEC-ICP-MS Cisplatino Suero Separación fármaco libre y unido a proteína 
54 HPLC-ICP-MS Cisplatino PUF, cultivo celular ultrafiltrado Especies de evolución del cisplatino 
57 Voltamperometría Cisplatino Suero, orina Cuantificación del fármaco
58 RP-HPLC-ESI-MS Carboplatino PUF y tejido canceroso Cuantificación del fármaco libre 
59 SEC-ICP-MS Carboplatino Plasma Interacción fármaco:proteína 
60 RP-HPLC, FAAS, Cisplatino, oxaliplatino, 
carboplatino y otros 
Sángre, células rojas, plasma y 
líneas celulares 
Distribución y biotransformación del fármaco.
Citotoxicidad 
62 ICP-MS Oxaliplatino Sangre y PUF Distribución del fármaco 
65 SEC-ICP-MS, SEC-ESI-MS Oxaliplatino PUF, células rojas, orina Biotransformación del fármaco 
66 HPLC-ICP-MS Oxaliplatino PUF y patrones de GSH, Met y Cys Interacción del fármaco con biomoléculas con S 
68 ICP-MS Oxaliplatino Plasma y PUF Cuantificación del fármaco 
71 ICP-AES, SEC, CD Cisplatino, transplatino Incubaciones fármaco con HSA Interacción fármaco:HSA 
73 CE-ICP-MS Cisplatino Incubaciones fármaco con HSA Interacción fármaco:HSA 
76 FTIR, UV Cisplatino Incubaciones fármaco con HSA Interacción fármaco:HSA 
77 CE-UV Cisplatino, oxaliplatino Incubaciones fármaco con HSA y Tf Interacción fármaco:proteínas suero sanguíneo 
80 GFAAS, UV, CD, 
Fluorescencia 
Transplatino Incubaciones fármaco con HSA Interacción fármaco:HSA 
82 NMR Cisplatino Incubaciones fármaco con HSA Sitios de unión del fármaco a HSA 
85 ESI-Q-TOF, UV/Vis Cisplatino Incubaciones fármaco con Tf Interacción fármaco-Tf 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
86 ESI-TOF-TOF Cisplatino Incubaciones fármaco con Tf Interacción fármaco:Tf 
88 HPLC(CE)-UV, NMR Cisplatino Incubaciones fármaco con Tf Interacción fármaco:Tf 
91 SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Oxaliplatino Incubaciones fármaco con holo-Tf Interacción fármaco:holoTf 
92 SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino, carboplatino, 
oxaliplatino 
Células rojas e incubaciones 
fármacos con Hb
Interacción fármaco:Hb 
93 SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones fármaco con Hb Interacción fármaco:Hb 
94 SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones fármaco con Hb Interacción fármaco:Hb 
95 ESI-Q-TOF Oxaliplatino Células rojas e incubaciones 
fármaco con Hb 
Interacción fármaco:Hb 
83 SDS-PAGE Cisplatino Incubaciones fármaco con γ ­
globulina 
Interacción fármaco-γ-globulina 
96 DF-ICP-MS - Orina Cuantificación niveles fisiológicos Pt en orina 
98 RP-HPLC-ICP-MS, FAB-TQ,
NMR 
Cisplatino, carboplatino Orina e incubaciones fármaco con 
creatinina, urea y ácido úrico 
Biotransformación fármacos en orina 
105 ICP-MS Cisplatino, carboplatino Sangre, células rojas, orina y tejidos Cuantificación Pt en fluidos y tejidos a largo plazo 
106 Fluorescencia rayos X Cisplatino Fluidos y tejidos Cuantificación Pt en fluidos y tejidos 
107 NAA Cisplatino Fluidos y tejidos Cuantificación Pt en fluidos y tejidos 
108 Espectroscopía gamma Cisplatino Imagen del cuerpo humano Distribución Pt en tejidos 
110 ICP-MS Cispaltino, carboplatino, 
oxaliplatino y otros 
Cultivos celulares con fármacos Entrada del fármaco en la célula 
  
 
 
  
 
 
113 LA-ICP-MS, 1D-SDS-PAGE Cisplatino Incubaciones fármaco con células 
bacterianas 
Identificación de dianas del fármaco en sistemas
celulares completos 
117 RP-HPLC-UV, AAS Cisplatino Incubaciones fármaco con MT Cinética de reacción del fármaco con la MT 
120 RP-HPLC-ICP-MS, ESI-Q­
TOF 
Cisplatino Incubaciones fármaco con 
nucleótidos del ADN 
Especiación de aductos del fármaco con nucleótidos
del ADN 
121 RP-HPLC-ICP-MS Cisplatino ADN de Drosophila Melanogaster 
tratadas con el fármaco 
Especiación de aductos del fármaco con ADN 
130 SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones fármaco con MT Estudio del enlace simultáneo de Zn, Cd y Pt a la 
MT 
136 RP-HPLC-UV, AAS Cisplatino, carboplatino y 
oxaliplatino 
Incubaciones fármaco con GSH Cinética de reacción del fármaco con GSH 
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